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Trotz der Möglichkeit, Kinder mit hämatologischen, onkologischen oder nicht-malignen 
Systemerkrankungen durch eine hämatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) zu 
heilen, ist diese Behandlung mit einer hohen Rate an Komplikationen assoziiert. Die Graft-
versus-Host-Erkrankung (GvHD) ist dabei die häufigste und eine verlaufsdominierende 
Komplikation der allogenen HSZT. Neue Therapieoptionen sind zwingend notwendig. Die 
Forschung an regulatorischen T-Zellen (Treg Zellen) ist ein vielversprechender Ansatzpunkt 
zur Unterdrückung der GvHD.  
Die vorliegende Arbeit untersuchte verschiedene Methoden zum Nachweis von Treg Zellen 
mittels Durchflusszytometrie sowie den Einfluss der Treg Zellen auf das Therapieergebnis 
nach allogener HSZT. Dafür wurden mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMNZ) 
von 70 Patienten analysiert, deren allogene HSZT im Zeitraum 05/1994 bis 04/2007 in der 
Klinik für Kinder- und Jugendmedizin des Universitätsklinikums Jena stattfand. Die 
Kontrollgruppe wurde aus 17 gesunden Kindern und Jugendlichen gebildet.  
FOXP3 gilt als aktueller Goldstandard zum Nachweis von Treg Zellen. Da sich dieser 
Transkriptionsfaktor im Zellkern befindet, ist für die Markierung eine Permeabilisierung der 
Zellen notwendig. Sie stehen anschließend für vitale Untersuchungen oder zu therapeutischen 
Zwecken nicht mehr zur Verfügung. Eine kontrovers diskutierte Alternative zum Nachweis 




















 Zellen der Subpopulation der Treg Zellen entsprechen. Dies 
bietet die Möglichkeit zum zeit- und kostengünstigeren Nachweis, sowie der weiteren 
Verwendung der Treg Zellen. 
Wir ermittelten die relative Anzahl der Treg Zellen bei stammzelltransplantierten und 
gesunden Kindern und Jugendlichen. Damit wurde erstmals die Treg Zellzahl bei einer 
gesunden pädiatrischen Kontrollgruppe erhoben. Es konnten somit Vergleichsdaten für 
weitere Studien zur Verfügung gestellt werden. Wir führten ferner eine Analyse möglicher 
Einflussfaktoren auf das Therapieergebnis der HSZT durch, darunter Alter und Geschlecht 




HLA-Kompatibilität, Familien- oder Fremdspende sowie Geschlechterdiskrepanz. Wir 
verglichen die Daten mit den Inzidenzen der akuten und der chronischen GvHD sowie der 
Zahl der Rezidive und der im Beobachtungszeitraum verstorben Patienten. 
Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Ermittlung des Einflusses der Treg Zellen auf das 
Therapieergebnis nach allogener HSZT, d.h. auf die Entwicklung einer akuten oder 
chronischen GvHD, eines Rezidivs sowie auf das Gesamtüberleben. Die Auswertung des 
Therapieergebnisses erfolgte retrospektiv nach der Ermittlung der Treg Zellzahl. Die Treg 
Zellzahl wurde zum Zeitpunkt vor HSZT, sowie an den Tagen 30, 60 und 100 nach HSZT 
bestimmt. Vor diesem Hintergrund konnte in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt 
werden, dass die akute GvHD mit der Treg Zellzahl der Patienten vor HSZT invers korreliert. 
Damit könnte man zukünftig die Treg Zellzahl des Empfängers vor HSZT als 
Prognoseparameter für die Entwicklung einer akuten GvHD heranziehen. Individualisierte 
Regime zur GvHD-Prophylaxe könnten entwickelt werden. Wir konnten ebenfalls zeigen, 
dass die Treg Zellzahl keinen Einfluss auf die Entwicklung von Rezidiven und das 
Gesamtüberleben hat. Dies lässt vermuten, dass in der prophylaktischen Infusion oder in vivo 
Expansion von Treg Zellen bei Risikopatienten eine sehr gute Prophylaxe-Strategie liegt, ohne 
der Gefahr auf die Entwicklung von weiteren Komplikationen. 
Wir konnten aktuelle Forschungsergebnisse, welche einen signifikanten Zusammenhang 
zwischen der Treg Zellzahl der Patienten nach HSZT und der Entwicklung einer GvHD sehen, 
nicht bestätigen. Ergebnisse zur chronischen GvHD zeigten sich ebenfalls nicht signifikant. 





Die hämatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) ist für viele hämatologische, 
onkologische und nicht-maligne Systemerkrankungen eine routinemäßige Behandlung. Für 
einige Patienten stellt sie die einzige kurative Therapie dar. Für den Erfolg dieser Behandlung 
sind neben der hochdosierten Strahlen- bzw. Chemotherapie vor allem Spender-T-Zellen des 
Transplantats verantwortlich. Diese lösen jedoch neben der gewünschten antileukämischen 
Wirkung, dem sogenannten Graft-versus-Leukemia-Effekt (GvL), die Transplantat-gegen-
Wirt-Erkrankung (engl. graft-versus-host disease, GvHD) aus. Bei der GvHD handelt es sich 
um eine der Hauptkomplikationen der allogenen HSZT. Trotz Fortschritten in der Prävention 
und Behandlung geht die GvHD mit einer hohen Morbidität und Mortalität einher. Neue 
Therapieansätze sind dringend erforderlich.  
Die Forschung an regulatorischen T-Zellen (Treg Zellen) ist ein vielversprechender 
Ansatzpunkt zur Unterdrückung der GvHD. Treg Zellen sind eine spezialisierte Untergruppe 
CD4
+
 T-Lymphozyten. Sie übernehmen regulatorische Funktionen im Immunsystem. Sie 
unterdrücken überschießende Immunreaktionen gegen Fremdantigene und schützen vor der 
Zerstörung von körpereigenem Gewebe durch autoreaktive T-Zellen, indem sie eine 
Selbsttoleranz vermitteln.  
Die folgenden Abschnitte dienen im Allgemeinen zum Verständnis der Grundlagen der HSZT 
und ihrer Hauptkomplikation, der GvHD. Es wird über die GvHD beeinflussende Faktoren 
informiert, ferner werden aktuelle Prophylaxe- und Therapiemöglichkeiten vorgestellt. Im 
Speziellen wird auf die Rolle der Treg Zellen und deren Nachweis eingegangen. 
2.1 Grundlagen der Stammzelltransplantation 
Bereits im 19. Jahrhundert wurden Patienten mit Knochenmark behandelt. Als Folge der 
Atombombenexplosionen von Hiroshima und Nagasaki wurde die Neuzeit der allogenen 
Stammzelltransplantation mit der Erforschung des Knochenmarks eingeleitet. Tiermodelle 
gingen den ersten klinischen Transplantationen auf der Grundlage der HLA-Typisierung 
voraus (Kröger und Zander 2008). Dank der nachgewiesenen Effektivität bei zahlreichen 




dosisreduzierter Konditionierungsregime nimmt die Zahl der HSZT stetig zu. So steigt die 
Zahl der HSZT seit 2004 allein in Europa um jährlich etwa 1000 HZST an (Baldomero et al. 
2011). 
2.1.1 Formen der hämatopoetischen Stammzelltransplantation 
Grundsätzlich lassen sich folgende Formen der HSZT unterscheiden: syngene, autologe und 
allogene HSZT. Während bei der seltenen syngenen Transplantation Knochenmark oder 
periphere Blutstammzellen (PBSZ) eines eineiigen Zwillings übertragen werden, stammen die 
Zellen bei der autologen Transplantation vom Spender selbst. Letztere ermöglicht eine 
hochdosierte Chemo- oder Radiotherapie bei verschiedenen malignen Erkrankungen. 
Voraussetzung für diese Behandlung ist ein zu irgendeinem Zeitpunkt im Krankheitsverlauf 
verfügbares gesundes eigenes Knochenmark (Kolb 2000). Diese Dissertation konzentrierte 
sich auf die allogene HSZT. Darunter versteht man die Übertragung von hämatopoetischen 
Stammzellen eines gesunden, immungenetisch fremden Spenders. Das Prinzip der allogenen 
HSZT bei malignen Erkrankungen beruht sowohl auf dem Ersatz des durch eine hochdosierte 
myelosuppressive Therapie zerstörten lymphohämatopoetischen Systems, als auch auf die T-
Zell-vermittelte Reaktion des übertragenen Transplantats, dem sogenannten GvL-Effekt. Bei 
benignen Erkrankungen ist es Ziel der Behandlung, gestörte oder fehlende Stammzellen durch 
die eines gesunden Spenders zu ersetzen.  
2.1.2 Indikationen zur allogenen hämatopoetischen Stammzelltransplantation 
Das Deutsche Register für Stammzelltransplantationen (DRST) veröffentlichte in seinem 
Jahresbericht, dass 2010 in Deutschland 2615 allogene Ersttransplantationen durchgeführt 
wurden. Die Hauptindikationen waren Leukämien (74,1 %), lymphoproliferative 
Erkrankungen (18,3 %) und nicht-maligne Erkrankungen (5,9 %) wie die schwere aplastische 
Anämie (SAA), Hämoglobinopathien oder auch primäre Immundefekte. Seltener wurde die 
Indikation aufgrund der Diagnose eines soliden Tumors (0,8 %), wie dem Neuroblastom und 
dem Ewing-Sarkom, oder sonstigen Erkrankungen (0,6 %) wie Autoimmunerkrankungen 





Fortschritte in der Beschreibung und Bestimmung der humanen Leukozyten-Antigene (HLA) 
haben einen wesentlichen Anteil am Erfolg der HSZT. Sie sind entscheidend für ein stabiles 
Engraftment, dem Anwachsen transfundierter Stammzellen, und wichtigstes Kriterium bei der 
Spenderauswahl für allogene HSZT. Die Histokompatibilität zwischen Empfänger und 
Spender ergibt sich im Wesentlichen aus der Übereinstimmung der HLA-Merkmale der 
Klasse I (HLA-A, B, C) und Klasse II (HLA-DR, DQ, DP), die im major histocompatibility 
complex (MHC) auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 kodiert sind. Ein Spender gilt nach 
gegenwärtigem Stand als vollständig HLA-kompatibel, wenn die HLA-Moleküle A, B, C, 
DRB1 und DQB1 übereinstimmen. HLA-identische Geschwister sind bevorzugte Spender, 
diese stehen aber nur bei etwa 25 % der Patienten zur Verfügung. Weltweit werden über zehn 
Millionen freiwillig Registrierte in Spenderdateien geführt. Laut DRST überstieg 2001 
erstmals die Zahl der Fremdspender die der verwandten Spender. Damit liegt die 
Wahrscheinlichkeit einen passenden nicht-verwandten Spender für einen Patienten der 
kaukasischen Rasse zu finden bei über 80 % (Ottinger et al. 2001, Scheffold et al. 2004, 
Kröger und Zander 2008, DRST 2010). Neben den humanen-Leukozyten Antigenen rücken 
zunehmend auch die Minorhistokompatibilitätsantigene (mHA) in das Visier der Forscher. Sie 
scheinen für Abstoßungs- und GvH-Reaktionen bei HSZT von HLA-identischen 
Geschwistern verantwortlich zu sein. Sie werden jedoch bisher bei der Spenderauswahl nicht 
berücksichtigt. Findet sich kein HLA-identisches Geschwister bzw. kein HLA-kompatibler 
nicht-verwandter Spender, kann eine haploidentische Transplantation erfolgen, bei der 
Stammzellen der Eltern übertragen werden. Dieses Verfahren ist durch intensivierte 
Konditionierung, T-Zell-Depletion des Transplantats und Übertragung großer 
Stammzellmengen klinisch realisierbar geworden, jedoch mit einem hohen Risiko verbunden 
(Scheffold et al. 2004).  
2.1.4 Stammzellquelle 
Hämatopoetische Stammzellen sind charakterisiert durch ihre regenerative Kapazität sowie 
durch ihre Fähigkeit, nach intravenöser Gabe ins Knochenmark zu migrieren und sich dort zu 
differenzieren. Dies macht es möglich, beim Patienten ein komplettes und anhaltendes 




hämatopoetischen Stammzelle in vitro unter entsprechenden Kulturbedingungen Kolonien 
von granulozytären Vorläuferzellen (colony forming units for granulocytes and macrophages, 
CFU-GM) zu bilden genutzt, um vor Transplantation die Vitalität und Regenerationsfähigkeit 
der Zellen zu bestimmen. Schneller und ebenso zuverlässig ist die Bestimmung der Zahl von 
CD34
+ 
Zellen. Dieses Oberflächenantigen ist ausschließlich auf frühen Vorläuferzellen der 
Hämatopoese zu finden. Im Laufe ihrer Reifung und Differenzierung verliert es sich (Wolf 
und Sayer 2006).  
Das Stammzelltransplantat kann zurzeit aus drei verschiedenen Quellen gewonnen werden: 
Bei der klassischen Knochenmarktransplantation wird Knochenmark vom Beckenkamm 
aspiriert. Die Gewinnung PBSZ hat den Vorteil der Vermeidung einer Operation in 
Vollnarkose, außerdem ist mit einem rascheren Engraftment und einer beschleunigten 
Rekonstitution des Immunsystems zu rechnen (Wolf und Sayer 2006, Bittencourt et al. 2009, 
Ottinger et al. 1996). Durch die Behandlung des Spenders mit hämatopoetischen 
Wachstumsfaktoren, wie granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) oder granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), werden Stammzellen aus dem 
Knochenmark mobilisiert und anschließend durch Leukapherese aus dem peripheren Blut 
gewonnen. Nabelschnurblut (engl. umbilical cord blood, UCB) wird bei der Geburt 
Neugeborener gesammelt und anschließend kryokonserviert in sogenannten Cord Blood-
Banken gelagert. Da die T-Zellen aus dem fetalen Kreislauf einen deutlich niedrigeren 
Proliferationseffekt nach allogener HSZT zeigen, als die von erwachsenen Spendern, werden 
auch bei Einsatz als Fremdspendertransplantat weniger Abstoßungskomplikationen und 
mildere GvH-Reaktionen beschrieben (Brunstein et al. 2007, Wolf und Sayer 2006, Kröger 
und Zander 2008).     
2.1.5 Konditionierung 
Vor der eigentlichen allogenen HSZT muss eine hochdosierte Chemo- und / oder 
Radiotherapie stattfinden, die sogenannte Konditionierung. Diese soll folgende drei 
Funktionen erfüllen: die Induktion einer Immunsuppression, um ein sicheres Engraftment zu 
gewährleisten, die Induktion einer Myeloablation, um Platz für die Spenderhämatopoese zu 
schaffen, und die Beseitigung der ursächlichen hämatopoetischen Systemerkrankung. Neben 




Konditionierungsschemata zur Verfügung. Durch die Ausnutzung immunologisch vermittelter 
GvL-Effekte finden diese weniger intensiven und deshalb besser tolerierbaren nicht-
myeloablativen Therapien vor allem bei älteren Patienten Anwendung (Appelbaum 2009, 
Kröger und Zander 2008).    
2.1.6 Rekonstitution des Immunsystems 
Nach Konditionierung und Durchführung der HSZT folgt das Anwachsen der Spenderstamm-
zellen im Knochenmark des Empfängers. Dieser Prozess wird als Engraftment bezeichnet. 
Zuvor befinden sich die Patienten in einer Phase der schweren Neutropenie, die man als 
Aplasie bezeichnet. Sie ist durch die Gefahr lebensbedrohlicher Infektionen und einen hohen 
Transfusionsbedarf geprägt. Mittels Isolation in einer speziellen Einheit und breiter 
Infektionsprophylaxe wird versucht, die Risiken zu reduzieren (Cramer 2009). Der zeitliche 
Verlauf des Engraftments ist von zahlreichen Einflussfaktoren abhängig. Die Stammzell-
quelle, der Einsatz von Wachstumsfaktoren sowie die Art der GvHD-Prophylaxe nehmen 
dabei wesentlich Einfluss auf die Rekonstitution. Es dauert zirka 2 bis 3 Wochen bis das 
Transplantat angeht (engl. take) und die Blutbildung übernimmt. Die Rekonstitution des 
hämatopoetischen Systems ist bei erfolgreicher Transplantation nach zirka 2 Monaten 
abgeschlossen. Hingegen kann die Wiederherstellung aller Komponenten und Funktionen des 
Immunsystems bis zu zwei Jahre benötigen (Kolb 2003, Cramer 2009). Die T-Zell-
Rekonstitution nach HSZT verläuft auf zwei Wegen. Die periphere antigengetriggerte 
Expansion reifer transplantierter T-Zellen ist thymusunabhängig. Werden CD34
+
 selek-
tionierte Stammzellen, d.h. unreife Zellen, transplantiert, verläuft die Rekonstitution 
verlangsamt ab. Über den zentralen Weg erfolgt eine de novo-Synthese der T-Zellen aus den 
transplantierten Vorläuferzellen. Aufgrund der Thymusinvolution bei Erwachsen schreitet die 
Rekonstitution des Immunsystems im Kindesalter deutlich schneller voran.     
2.1.7 Chimärismus 
Der Patient trägt nach einer erfolgreichen allogenen HSZT genetisch und somit auch 
immunologisch fremdes Material in sich. Diese Koexistenz von Geweben und Organen 
verschiedenen Ursprungs wird, in Anlehnung an die griechische Mythologie, als Chimärismus 




hämatopoetischer echter Chimärismus, da sich nach einiger Zeit eine volle immunologische 
Toleranz zwischen Transplantat und Empfänger entwickelt. So werden auch andere Organe 
vom selben Spender ohne Immunsuppression akzeptiert. Zunächst entwickelt sich ein 
gemischter Chimärismus, bei der Spender- und Empfänger-Hämatopoese nebeneinander 
existieren (Kröger und Zander 2008). Bei einer myeloablativen Konditionierung wird ein 
kompletter Chimärismus schon nach kurzer Zeit erreicht, während bei einer dosisreduzierten 
Konditionierung die Empfänger-Hämatopoese allmählich verdrängt werden muss. Überleben 
weiterhin hämatopoetische Zellen des Empfängers und konkurrieren mit der Hämatopoese des 
Spenders, so ist es möglich die Empfängerstammzellen durch eine Transfusion von Spender-
lymphozyten (engl. donor lymphocyte transfusion, DLT) zu verdrängen, um den angestrebten 
vollständigen Chimärismus zu erreichen (Kolb et al. 1990, Van Rhee und Kolb 1995, Cramer 
2009). Der Chimärismus stellt somit einen Indikator für den Erfolg der Transplantation dar.  
2.2 Graft-versus-Host-Erkrankung 
Neben Transplantatabstoßung, Infektionen und Rezidiven ist die GvHD die verlaufs-
dominierende und zugleich häufigste Komplikation nach allogener HSZT (Scheffold et al. 
2004). Die akute GvHD tritt definitionsgemäß innerhalb der ersten 100 Tage nach HSZT auf. 
Die chronische GvHD ist ein Syndrom mit polymorphem Erscheinungsbild, welches ab dem 
100. Tag nach der Transplantation auftreten kann. Diese Einteilung ist historisch bedingt, die 
verzögerte akute GvHD sowie das sogenannte Overlap-Syndrom werden dabei nicht 
berücksichtigt. Neue Standards wurden unter Berücksichtigung klinischer, immunologischer 
und histologischer Kriterien unter anderem von den Gruppen um Filipovich und Griffith 
erarbeitet (Filipovich et al. 2005, Griffith et al. 2008, Ferrara et al. 2009).      
2.2.1 Klinik der GvHD 
Hauptmanifestationsorte der akuten GvHD sind neben der Hämatopoese und dem 
Immunsystem, die Haut, die Leber und der Gastrointestinaltrakt. Die prognostisch relevante 
Gradeinteilung nach Glucksberg basiert auf dem Stadium dieser Organmanifestation und der 
Einschränkung des Allgemeinzustands (siehe Tabelle 2.1). In den letzten Jahren haben sich 
bei der Anwendung dieser Schweregradeinteilung zunehmend Schwachpunkte gezeigt, sodass 




Überarbeitung der Organklassifikation mit ausschließlichem Aufbau auf objektive Parameter 
eingeführt wurde (Rowlings et al. 1997). Dieser konnte sich jedoch in der klinischen Praxis 
nicht einheitlich durchsetzen. Die Einteilung der akuten GvHD ist von großer Bedeutung, da 
das Überleben direkt mit dem GvHD-Schweregrad korreliert. Über 90 % der Patienten mit 
Grad I, etwa 60 % der Transplantierten mit Grad II – III und nahezu 0 % der an Grad IV 
Erkrankten überleben (Karrer 2003). 
Tab. 2.1: Organstadien der akuten GvHD nach Glucksberg         






Erwachsene / Kinder 
Leber 
(Bilirubin) 
0 Kein Exanthem < 500 ml/d 
< 10 ml/kg KG/d  
< 2 mg/dl 
1 Exanthem < 25 % der KOF 500 – 1000 ml/d  
10 – 19,9 ml/kg KG/d  
2 – 3 mg/dl 
2 Exanthem 25 – 50 % der KOF 1000 – 1500 ml/d  
20 – 30 ml/kg KG/d  
3 – 6 mg/dl  
3 Generalisiertes Exanthem > 1500 ml/d  
> 30 ml/kg KG/d  
6 – 15 mg/dl 
4 Desquamation und Bullae Zusätzlich Koliken,  
Ileus und Blutungen 
> 15 mg/dl 
 
Schweregrad Hautstadium Darmstadium Leberstadium 
Reduktion des 
Allgemeinzustands 
I 1 – 2 0  0 Keine 
II 1 – 3 1 und / oder 1 leicht  
III 2 – 3 2 – 3 und / oder 2 – 3 mäßig  
IV 2 – 4 2 – 4 und / oder 2 – 4 deutlich 
GIT = Gastrointestinaltrakt, KOF = Köperoberfläche, KG = Körpergewicht. 
Zwei bis vier Wochen nach Transplantation zeigt sich zumeist als erstes und häufigstes 
Symptom der akuten GvHD ein makulopapulöses Erythem, gefolgt von fortbestehenden 
Durchfällen, einer Hepatopathie mit Erhöhung des Bilirubins, der Transaminasen und der 




differenzialdiagnostisch auch immer Infektionen, konditionierungsassoziierte Komplikationen 
und Arzneimittelnebenwirkungen in Betracht gezogen werden müssen, sollte bei den 
genannten Symptomen eine bioptische Sicherung angestrebt werden. Diese zeigt im positiven 
Fall eine Endothelschädigung und lymphozytäre Infiltrate (Appelbaum 2009, Kolb 2003). 
Liegen jedoch mit Thrombozytopenie und Blutungsneigung Kontraindikationen zur Biopsie 
vor, muss vor allem bei Darm- und Leber-GvHD die Diagnose aus der Symptom- und Organ-
kombination oder aus indirekten Parametern, u.a. mittels Darmsonographie, gestellt werden 
(Kröger und Zander 2008).  
Das klinische Bild der chronischen GvHD ähnelt dem einer Autoimmunerkrankung. Sie ist 
durch sklerodermiforme und lichenoide Haut-, Schleimhaut- und Weichteilveränderungen, 
Sicca-Symptomatik, entzündlich-desquamative und fibrosierende Manifestationen im 
Gastrointestinaltrakt, cholestatisch verlaufender Leberdysfunktion und Lungenbeteiligung in 
Form einer Bronchiolitis obliterans gekennzeichnet (Scheffold et al. 2004, Appelbaum 2009). 
Unterschieden werden je nach Organbeteiligung die limitierte und die extensive chronische 
GvHD (Ratanatharathorn et al. 2001). Liegt lediglich ein lokaler Hautbefall vor, spricht man 
von der limitierten chronischen GvHD. Diese erfordert häufig keine therapeutischen 
Maßnahmen. Die extensive Form zeichnet sich durch einen generellen Hautbefall oder lokale 
Hautveränderungen in Kombination mit einem Befall weiterer Organsysteme, wie Augen, 
Mund, Leber oder Gastrointestinaltrakt, aus (Shulman et al. 1980).   
2.2.2 Pathophysiologie und Risikofaktoren der GvHD 
Billingham definierte 1966 drei Voraussetzungen für die Entstehung einer GvHD: 
1. Das Transplantat muss eine ausreichende Anzahl immunkompetenter Zellen enthalten. 
2. Der Empfänger muss Alloantigene exprimieren, die beim Spender fehlen und somit 
vom Transplantat als fremd erkannt werden. 
3. Der Empfänger darf keine suffiziente Immunantwort geben können (Billingham et al. 
1966). 
Diese vereinfachte Definition hat zwar noch ihre Gültigkeit, an der Entstehung der GvHD 
wirken aber zahlreiche weitere Faktoren mit. Die akute GvHD resultiert aus einem äußerst 




von Endotoxinen und der Aktivierung alloreaktiver Zellen. Deshalb wird heute ein 
international anerkanntes 3-Stufen-Modell der Pathophysiologie favorisiert. Verschiedene 
Zellpopulationen des Empfängers und des Spenders wie auch Entzündungsmediatoren 
interagieren in einer Kaskade, die schließlich zum Zelltod in den Zielorganen der GvHD 
führt. Die erste Phase beinhaltet die Aktivierung antigenpräsentierender Zellen (APC) durch 
die zugrundeliegende Erkrankung und das Konditionierungsregime. Insbesondere hat die 
Bestrahlung eine Schädigung von Gewebe des Empfängers zur Folge, woraufhin 
Entzündungsmediatoren wie Interleukin 1 (IL-1), IL-6, Tumornekrosefaktor (TNF) und 
Interferon γ (IFN-γ) sezerniert werden. Dies führt zu einer verstärkten Expression von 
Adhäsionsmolekülen, MHC-Antigenen und kostimulatorischen Molekülen auf APC des 
Empfängers. Durch das Eindringen von Endo- und anderen bakteriellen Toxinen über die 
geschädigten Schleimhautbarrieren wird diese Inflammation, aber auch der apoptotische 
Zellschaden massiv verstärkt. Umgekehrt besteht aufgrund der Sensibilisierung des 
Makrophagensystems durch T-Helferzellen Typ 1 (Th1)-Zytokine wie IFN-γ auch eine extrem 
erhöhte Lipopolysaccharid-Empfindlichkeit. In der zweiten Phase kommt es bei 
entsprechender Differenz in den HLA-minor-Antigenen oder bei major HLA-Differenz zu 
einer Erkennung der von APC exprimierten Fremdantigene des Empfängers durch 
immunologisch kompetente T-Zellen des Spenders. Diese werden aktiviert und sezernieren 
IL-2, TNF und IFN-γ. Weitere T-Zellen, ebenso zytotoxische T-Lymphozyten (CTL), 
natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen), Monozyten und Makrophagen werden angelockt und 
aktiviert. Die dritte Phase beinhaltet die Gewebezerstörung durch die sezernierten Zytokine, 
der sogenannte Zytokinsturm, und die zellvermittelte Zytotoxizität durch CTL und NK-Zellen 
(Ferrara et al. 2009, Rupec und Plewig 2004, Kröger und Zander 2008, Nestel et al. 1992).  
Neben einer gestörten Selektion der neu heranreifenden T-Zellen im durch Konditionierung 
und akute GvHD geschädigten Thymus wird auch ein zunehmender Shift der 
Zytokinproduktion in Richtung einer Aktivierung von Th2-Zellen für die Pathogenese der 
chronischen GvHD verantwortlich gemacht. Alloreaktive T-Zellen produzieren vermehrt 
Zytokine wie IL-4 oder IFN-γ und induzieren damit die Kollagensynthese durch Fibroblasten. 
Die einer Autoimmunerkrankung ähnelnden klinischen Befunde der chronischen GvHD 




Risikofaktoren, an einer GvHD zu erkranken, sind neben der Bedeutung der 
Histokompatibilität, dem initialen Krankheitsstatus und der Gewebeschädigung durch die 
Konditionierung, das mikrobielle Milieu des Interstitiums, virale Infektionen bei Spender und 
Empfänger, Multitransfusionen und eine Splenektomie beim Patienten (Goker et al. 2001). 
Die GvHD-Inzidenz bei älteren Patienten und bei Patienten, die keine volle GvHD-
Prophylaxe erhalten können, ist ebenfalls erhöht (Appelbaum 2009). Ein Geschlechter-
Mismatch zwischen Patient und Spender hat sich ebenso als ungünstig erwiesen. Ist der 
Spender weiblich und hat bereits mehrfach entbunden, ist das Risiko aufgrund einer 
möglichen Sensibilisierung gegen das männliche HY-Antigen für einen männlichen Patienten 
an einer GvHD zu erkranken mit bis zu 68 % deutlich erhöht (Weisdorf et al. 1991). Die 
Stammzellquelle als Risikofaktor ist Gegenstand zahlreicher Studien. Diese zeigen keinen 
signifikanten Unterschied zwischen der Verwendung von PBSZ oder Knochenmark bezüglich 
des Auftretens einer akuten GvHD. Jedoch ist das Risiko nach der Transplantation von PBSZ 
an einer chronischen GvHD zu erkranken um 15 bis 20 % erhöht (Bensinger 2012, 
Stamatović et al. 2011, Pidala et al. 2009). Ob Nabelschnurblut hinsichtlich des GvHD-
Risikos Vorteile gegenüber der Verwendung von Knochenmark bzw. PBSZ zeigt, wird 
kontrovers diskutiert (Brunstein et al. 2007, Eapen et al. 2007). 
2.2.3 Prophylaxe und Therapie der GvHD 
Das Auftreten einer akuten GvHD gilt als wichtigster prädisponierender Faktor für die 
Entwicklung einer chronischen GvHD und der klinische Schweregrad korreliert mit dem 
Überleben der Patienten (Karrer 2003, Kröger und Zander 2008). Aus diesen Gründen 
kommen der Prophylaxe und der Therapie der akuten GvHD eine besondere Stellung 
innerhalb des Bereichs der allogenen HSZT zu.  
Neben der Vermeidung von Risikofaktoren, welche sowohl die Suche eines passenden 
Spenders als auch das Abwägen der geeigneten Stammzellquelle beinhaltet, gibt es 
verschiedene Elemente der GvHD-Prävention. Zum einen kann ein keimsaniertes Darmmilieu 
das Risiko für die Entwicklung einer gastrointestinalen GvHD verringern, da anaeroben 
Mikroorgansimen ein Triggereffekt in Bezug auf die Alloreaktivität der Spender-T-Zellen 
zukommen soll. Durch eine antibiotische Prophylaxe mit Metronidazol vor und während der 




pharmakologische Immunsuppression und die T-Zell-Depletion gesenkt werden. Die 
Kombination von dem Folsäure-Antagonisten Methotrexat (MTX) mit den Calcineurin-
Inhibitoren Ciclosporin A (CsA) oder Tacrolimus (FK506) stellen die effektivsten und am 
weitesten verbreiteten Regime dar. Kortikosteroide (Prednison), Mycophenolatmofetil (MMF) 
und andere Immunsuppressiva werden daneben in unterschiedlichen Kombinationen 
eingesetzt und in Studien getestet (Appelbaum 2009). Antizelluläre Antikörper, wie das 
Antithymozytenglobulin (ATG), nehmen eine Zwischenstellung zwischen pharmakologischer 
Immunsuppression und T-Zell-Depletion ein. Sie können sowohl das Empfänger-
Immunsystem unterdrücken, als auch den T-Zell-Gehalt des Stammzelltransplantats 
verringern. Die Haupteffektorzellen einer GvHD sind die Spender-T-Zellen. Es liegt deshalb 
nahe, dass durch die Verringerung der T-Zell-Last im Stammzelltransplantat, die GvHD-Rate 
gesenkt werden kann. Zur T-Zell-Depletion wurden bisher verschiedene Strategien 
angewandt: physikalische Methoden, zum einen die Negativselektion von T-Zellen, zum 
anderen die hauptsächlich verwendete Positivselektion von CD34
+
 Stammzellen, erfolgen 
ausschließlich in vitro. Antikörper, wie das bereits erwähnte polyklonale ATG und der gegen 
das Oberflächenantigen CD52 gerichtete monoklonale Antikörper Alemtuzumab (Campath
®)
, 
können im Gegensatz dazu sowohl zur in vitro- als auch zur in vivo-Depletion verwendet 
werden (Kröger und Zander 2008). Es kommt allerdings neben dem reduzierten GvHD-Risiko 
zu vermehrten Abstoßungsreaktionen, Krankheitsrezidiven, Infektionen und der Häufung 
Epstein-Barr-Virus (EBV)-assoziierter lymphoproliferativer Erkrankungen (Ferrara et al. 
2009). Gründe dafür sind eine unselektive Depletion notwendiger akzessorischer Zellen, 
welche für ein erfolgreiches Engraftment benötigt werden, und der durch T-Zell-Depletion 
deutlich verminderte GvL-Effekt.     
Etwa 30 % der Patienten nach HLA-identischer Geschwistertransplantation und etwa 60 % 
nach Fremdspendertransplantation erkranken trotz Prophylaxe an einer relevanten akuten 
GvHD (Appelbaum 2009). Als Therapie-Goldstandard hat sich bis heute die Gabe von 
Methylprednisolon erwiesen. Das Ansprechen auf Steroide gilt als bester prognostischer 
Parameter, denn bei den 60 bis 70 % der Patienten, die auf diese Primärtherapie ansprechen, 
liegt die transplantationsassoziierte Mortalität (engl. transplant related mortality, TRM) bei 
nur 20 bis 30 % (Kröger und Zander 2008). Die zusätzliche Gabe zahlreicher Medikamente 
wie MMF, mono- oder polyklonale Antikörper zur Primärtherapie konnte die Prognose bis 




Intensivierung der Immundefizienz. Diese führt zum Auftreten schwerer viraler Infektionen 
und vor allem zu Mykosen. Nur 10 bis 20 % der GvHD-Patienten versterben an der GvHD 
selbst. Als Zweitlinientherapie stehen die bereits erwähnten mono- und polyklonalen 
Antikörper, MMF sowie Zytokinantagonisten wie der TNF-α-Blocker Infliximab und das 
gentechnologisch hergestellte Fusionsmolekül Etanercept zur Verfügung. Die Haupttherapie 
der chronischen GvHD besteht aus Kortikosteroiden. Die Kombination von CsA mit 
Prednison zeigt keine Unterschiede zu der alleinigen Steroidgabe (Koc et al. 2002). Jedoch 
liegen für die extrakorporale Photopherese sowohl in der Therapie der chronischen als auch 
der akuten GvHD vielversprechende Daten vor (Couriel et al. 2006).  
Große Hoffnungen werden derzeit in zelluläre Therapien der GvHD gesetzt. Neben der 
Infusion mesenchymaler Stammzellen bei Patienten mit refraktärer GvHD stellen Treg Zellen 
eine weitere wichtige Zellpopulation dar. 
2.3 Regulatorische T-Zellen 
Gershon und Kondo entwickelten bereits in den frühen 1970er Jahren die Theorie einer 
Population von Suppressor-T-Zellen. Es konnten jedoch weder die zugrunde liegenden sup-
pressiven Mechanismen biochemisch und molekularbiologisch erklärt werden, noch gelang 
es, diese Lymphozytenpopulation näher zu charakterisieren (Gershon und Kondo 1970). 
Einen ersten Hinweis auf den Ursprung dieser Zellen ergab sich aus der Beobachtung post-
natal thymektomierter Mäuse, welche schwere Autoimmunerkrankungen entwickelten  
(Nishizuka und Sakakura 1969). Damit vermutete man den Thymus als Entstehungsort der 
Suppressor-T-Zellen. Erst 1995 konnten Sakaguchi und Kollegen suppressive CD4
+
 T-Zellen, 
welche konstitutiv die α-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) exprimierten, für diesen Thymus 
abhängigen Effekt verantwortlich machen (Sakaguchi et al. 1995). Aufgrund ihrer 
modulierenden Eigenschaften werden sie regulatorische T-Zellen genannt. Treg Zellen 
supprimieren die Aktivität allo- und autoreaktiver Effektor-T-Zellen und spielen somit eine 
Schlüsselrolle in der Aufrechterhaltung der Eigentoleranz (Shevach 2001). Sie regulieren die 
Homöostase des peripheren T-Zell-Pools und tragen zur Toleranzinduktion nach 
Organtransplantation bei (Murakami et al. 2002). In den letzten Jahren haben das Interesse 
und die Kenntnis um Treg Zellen stark zugenommen. Man unterteilt sie in natürlich 




generiert. Sie üben ihre suppressiven Eigenschaften zytokinunabhängig durch direkten 
Zellkontakt aus (Stock et al. 2006).  Die  nTreg Zellen machen 6 bis 10 % der CD4
+
 T-
Zellpopulation im peripheren Blut von Mäusen aus, bei Menschen sind es 1 bis 2 % (Baecher-





Zellen infolge einer T-Zell-Aktivierung durch spezifische kostimulatorische Signale. 
Sie agieren vor allem durch eine Zytokinsekretion. Darunter finden sich die inhomogene 
Gruppe der IL10 sezernierenden und die über eine TGF β (transforming growth factor beta)-
Sekretion modulierenden Treg Zellen (Chen et al. 1994, Groux et al. 1997, Annacker et al. 
2001). Die Rolle der adaptiven Treg Zellen in vivo muss noch genauer erforscht werden. Im 
Fokus dieser Promotionsarbeit stehen die natürlichen Treg Zellen.   
2.3.1 Charakterisierung der Treg Zellen 
Da auch konventionelle nicht-Treg CD4
+
 Zellen nach ihrer Aktivierung vorübergehend  CD25 
exprimieren, kann dieses Oberflächenmolekül nicht als exklusiver Marker für Treg Zellen be-
trachtet werden. Die phänotypische Charakterisierung gestaltet sich schwierig, aufgrund des 
Mangels an spezifischen Markern. Beim Menschen ist die Situation besonders schwierig. Treg 
Zellen können nicht wie im murinen Modell durch die alleinige Präsenz von CD25, sondern 
nur durch ein hohes Expressionslevel dieses Oberflächenmoleküls definiert werden. So 
können humane CD4
+











Subpopulationen gegliedert werden, während Treg Zellen zu letzteren gehören (Baecher-Allan 





 zu ziehen ist, existiert jedoch nicht. Besonders in klinischen 
Studien zu entzündlichen Prozessen, bei denen eine Vielzahl von Effektor-T-Zellen aktiviert 
wird, ist es schwierig, die Treg Zellzahl zu bestimmen. Weiterhin werden Treg Zellen durch 
CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) und GITR (glucocorticoid induced tumor 
necrocis factor receptor) definiert. Beide Oberflächenmarker werden jedoch gering exprimiert 
und lassen sich nur schwach nachweisen.  
Der Transkriptionsfaktor Forkhead Box P3 (FOXP3) ist zur Zeit der beste Marker für Treg 
Zellen (Hori et al. 2003, Fontenot et al. 2005). Die besondere Relevanz des intrazellulären 
Proteins wird durch dessen Abwesenheit deutlich. Liegt beim Menschen eine Mutation im 




eine letale Autoimmunerkrankung mit dem Namen IPEX (immune dysregulation, 
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked) (Bennett et al. 2001, d'Hennezel et al. 2012). Als 
Pendant zum IPEX-Syndrom wurde die scurfy Maus beschrieben. Sie trägt eine deletierte 
Mutation im FOXP3 Gen und entwickelt aufgrund einer massiven CD4
+
 T-Zellinfiltration 
multiple Autoimmunerkrankungen (Wildin et al. 2001). Prinzipiell ist FOXP3 zur Detektion 
von Treg Zellen gut geeignet. Der Transkriptionsfaktor kommt jedoch nur im Zellkern vor. Die 
Zellen müssen für den Nachweis permeabilisiert werden. Für vitale Untersuchungen oder zu 
therapeutischen Zwecken stehen sie anschließend nicht mehr zur Verfügung. Liu und 
Mitarbeiter zeigten im Mausmodell, dass die erniedrigte Expression von CD127 zur 
Differenzierung von Treg und Effektor-T-Zellen geeignet ist (Liu et al. 2006). Während die 
Gruppe um Seddiki vergleichbare Ergebnisse im humanen System veröffentlichten (Seddiki 
et al. 2006b). Im Gegensatz dazu postulierten Simonetta und Kollegen, dass die erniedrigte 
CD127 Expression kein charakteristisches Merkmal von Treg Zellen sei. Die unterschiedliche 
Expression von CD127 auf Treg Zellen sei von der Lokalisation und der Aktivierung dieser 
Zellen abhängig (Simonetta et al. 2010). Aufgrund dessen sind weitere Studien nötig, um 
einen geeigneteren singulären Marker für Treg Zellen zu finden. 
2.3.2 Die Rolle von Treg Zellen bei der GvHD 
Die immunsuppressive Wirkung von Treg Zellen veranlasste verschiedene Forschungsgrup-





 Treg Zellen schützte die Mäuse vor einer letalen GvHD. 
Denn nach adoptivem Transfer dieser regulierenden Spenderlymphozyten, reduzierte sich die 
Anzahl von Effektor-T-Zellen stark. Somit scheinen Treg Zellen die GvH-Reaktion zu 
kontrollieren, indem sie die frühe Expansion alloreaktiver T-Zellen hemmen (Hoffmann et al. 
2002, Taylor et al. 2002, Cohen et al. 2002). Inwieweit auch die vorteilhaften Effekte der 
Spender-T-Zellen beeinflusst werden, war Gegenstand weiterer Forschungen. Durch die Infu-
sion von Treg Zellen wird der gewünschte GvL-Effekt nicht abgeschwächt (Edinger et al. 
2003). Das Engraftment des Stammzellpräparates wird auch nicht behindert, die hämatopo-
etische Rekonstitution eher gefördert (Trenado et al. 2003, Hanash und Levy 2005). Dass 
humane Treg Zellen ebenso wie murine die Alloreaktion von Effektor-T-Zellen supprimieren, 
unterstützte die Vermutung, dass der Einsatz von Treg Zellen auch im Menschen prophylak-




2001). Außerdem zeigten klinische Daten transplantierter Patienten, dass die akute GvHD mit 
einer reduzierten Zahl natürlicher Treg Zellen verbunden ist. Schweregrad und Inzidenz 






 Zellen im Transplantat 
(Rezvani et al. 2006, Zhai et al. 2007). Es bedarf nun der weiteren Charakterisierung humaner 
Treg Zellen in in vivo Modellen, sowie künftige Auswertungen klinischer Daten, um neue 
Therapiestrategien zu evaluieren. 
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3 Ziele der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Bedeutung von Treg Zellen auf das 
Therapieergebnis der allogenen HSZT im Kindesalter.  
Wir bestimmten dafür die quantitative Treg Zellzahl in 141 Proben von 70 Patienten zu 
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach HSZT sowie von 17 gesunden Kindern und 
Jugendlichen einer ausgewählten Kontrollgruppe.   
Die Daten wurden bezüglich folgender Fragestellungen untersucht: 
1. Korrelieren CD4+CD25+CD127- Zellen mit CD4+CD25+FOXP3+ Zellen und kann damit 
eine Nachweismethode, welche die therapeutische Nutzung der ermittelten Subpopulation 
ermöglicht, etabliert werden? 
2. Wie verhält sich die Treg Zellzahl transplantierter Kinder im Zeitverlauf vor und nach 
HSZT sowie im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe? 
3. Welche Faktoren nehmen unabhängig von der Treg Zellzahl Einfluss auf das 
Therapieergebnis nach HSZT? 
4. Haben Treg Zellen eine Bedeutung auf das Therapieergebnis nach allogener HSZT? 
Nehmen Treg Zellen Einfluss auf die Entwicklung einer akuten oder chronischen GvHD, 
auf die Entstehung eines Rezidivs der Grunderkrankung oder auf das Überleben nach 
HSZT? Spielt insbesondere die Treg Zellzahl vor Transplantation eine Rolle für das 
Therapieergebnis nach HSZT? 
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4 Patienten, Materialien und Methoden 
4.1 Patienten 
Für diese Promotionsarbeit wurden 70 pädiatrische Patienten untersucht, bei denen im Zeit-
raum 05/1994 bis 04/2007 in der Klinik für Kinder- und Jugendmedizin des Universitäts-
klinikums Jena eine allogene HSZT durchgeführt wurde. Der Beobachtungszeitraum nach 
HSZT betrug 5 Jahre. Die zu untersuchenden Ereignisse konnten bei allen transplantierten 
Kindern, mit Ausnahme der im Beobachtungszeitraum verstorbenen Patienten, über die 
gesamten 5 Jahre erfasst werden.   
Das mediane Patientenalter zum Zeitpunkt der HSZT lag bei 12 Jahren und 6 Monaten (10 
Monate bis 22 Jahre). Bei den 30 Mädchen (42,9 %) und 40 Jungen (57,1 %) stellten 
verschiedene Grunderkrankungen die Indikation zur HSZT dar. Der Großteil mit 34 von 70 
Patienten (48,6 %) wurde mit der Diagnose einer akuten lymphoblastischen Leukämie (ALL) 
transplantiert, bei 14 von 70 Patienten (20%) stand eine akute myeloische Leukämie (AML) 
im Vordergrund. 5 von 70 Patienten (7,1 %) litten an einer chronischen myeloischen 
Leukämie (CML), 14 von 70 (20 %) an einem myelodysplastischen Syndrom (MDS) und 3 
von 70 (4,3 %) an einer schweren aplastischen Anämie (SAA) (siehe Abbildung 4.1). 
   
Abb. 4.1: Diagnose bei Transplantation. ALL – akute lymphoblastische Leukämie, AML - akute 
myeloische Leukämie, CML – chronische myeloische Leukämie, MDS - myelodysplastisches Syndrom, 
SAA – schwere aplastische Anämie. 
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Die Konditionierung beinhaltete die Gabe von Chemotherapeutika, teilweise gekoppelt mit 
fraktionierter Ganzkörperbestrahlung. Sie erfolgte in allen Fällen myeloablativ. Tabelle 4.1 
zeigt welche Chemotherapeutika verwendet wurden. 
Tab. 4.1: Konditionierung 
Konditionierung Patientenzahl (absolut) Patientenzahl (%) 
BU CY 4 5,7 
BU CY ATG 3 4,3 
BU CY MEL 4 5,7 
BU CY MEL ATG 14 20,0 
BU CY TT ATG 3 4,3 
BU CY TT OKT3 PRED 1 1,4 
BU CY VP16 2 2,9 
BU CY VP16 ATG 1 1,4 
BU VP16 TT ATG 1 1,4 
CY ATG 1 1,4 
CY FLU CAM 1 1,4 
TBI VP16 10 14,3 
TBI VP16 ATG 17 24,3 
TBI CY ATG 4 5,7 
TBI CY MEL ATG 1 1,4 
TBI VP16 TT ATG 2 2,9 
TT FLU ATG 1 1,4 
ATG – Antithymozytenglobulin, BU – Busulfan, CAM – Campath
®
, CY – Cyclophosphamid, FLU – 
Fludarabin, MEL – Melphalan, OKT3 - Muromonab-CD3, PRED – Prednison, TBI - Ganzkörper-
bestrahlung, fraktioniert (engl. total body irradiation), TT – Thiotepa, VP16 – Vepesid
®
. 
Die Transplantation wurde bei 38 Patienten (54,3 %) mit Knochenmark und bei 30 Patienten 
(42,9 %) mit PBSZ durchgeführt. Dabei wurden sowohl unselektionierte PBSZ, sowie CD34
+
 
selektionierte PBSZ, als auch die Kombination aus beiden verwendet. Bei jeweils einem 
Patienten wurden die Stammzellen aus Nabelschnurblut gewonnen (1,4 %) beziehungsweise 
Knochenmark kombiniert mit CD34
+
 selektionierten PBSZ (1,4 %) transplantiert. Das 
Transplantationsmaterial stammte bei 19 Patienten (27,1 %) von HLA-identischen 
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Verwandten. Bei 5 Patienten (7,1 %) wurde auf einen verwandten haploidentischen bzw. 
teilidentischen Spender zurückgegriffen. Für den Großteil mit 41 Patienten (58,6 %) wurde 
ein HLA-kompatibler Fremdspender gefunden. Fünf Patienten (7,1 %) wurde nicht-HLA-
identisches Material von Fremdspendern transplantiert. Die Spender waren zu 31,4 % 
weiblich (22 von 70) und zu 68,6 % männlich (48 von 70). 
Die Einteilung von akuter und chronischer GvHD erfolgte nach Standardkriterien 
(Glucksberg et al. 1974, Ratanatharathorn et al. 2001). 
Tabelle 4.2 gibt einen Überblick über alle erhoben Patientencharakteristika und gliedert in 
Patienten mit stattgehabter akuter GvHD und Patienten, welche nicht an der akuten Form der 
GvHD erkrankten.  
Tab. 4.2: Patientencharakteristika 
 Keine aGvHD 
(Grad 0) 
aGvHD 
(Grad 1 bis 4) 
Gesamt 
Anzahl (n) 36 34 70 
Alter     
   Median (min. – max.) in Jahren 11,5 (1 – 22) 12,0 (0 – 22) 12,0 (0 – 22) 
   n < 12 Jahre / n ≥ 12 Jahre 18 / 18 14 / 20 32 / 38 
Geschlecht    
   weiblich 15 15 30 
   männlich 21 19 40 
Diagnosen    
   ALL 21 13 34 
   AML 7 7 14 
   CML 2 3 5 
   MDS 3 11 14 
   SAA 3 0 3 
Konditionierung    
   Chemotherapie 16 20 36 
   TBI + Chemotherapie 20 14 34 
Stammzellquelle    
   PBSZ 9 10 19 
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   CD34
+
 selektionierte PBSZ 2 6 8 
   PBSZ + CD34
+
 PBSZ 1 2 3 
   Knochenmark 22 16 38 
   Knochenmark + CD34
+
 PBSZ 1 0 1 
   Nabelschnurblut 1 0 1 
Spender    
   verwandt 11 13 24 
   nicht-verwandt 25 21 46 
Gewebeverträglichkeit    
   HLA-identisch / -kompatibel 33 26 59 
   nicht HLA-identisch 3 8 11 
Geschlechterübereinstimmung    
   ja (mm / ww) 23 (18 / 5) 18 (12 / 6) 41 (30 / 11) 
   nein (mw / wm) 13 (3 / 10) 16 (7 / 9) 39 (10 / 19) 
Grad der akuten GvHD    
   Grad I - 16 16 
   Grad II - 14 14 
   Grad III - 2 2 
   Grad IV - 2 2 
Grad der chronischen GvHD    
   keine cGvHD 33 23 56 
   cGvHD (extendiert / limitiert) 3 (3 / 0) 11 (10 / 1) 14 (13 / 1) 
Rezidiv    
   ja 7 6 13 
   nein  29 28 57 
Überleben    
   ja 22 21 43 
   nein 14 13 27 
aGvHD – akute GvHD, cGvHD – chronische GvHD, n – Anzahl, min. – Minimum, max. – Maximum, ALL – 
akute lymphoblastische Leukämie, AML - akute myeloische Leukämie, CML – chronische myeloische 
Leukämie, MDS - myelodysplastisches Syndrom, SAA – schwere aplastische Anämie, TBI – 
Ganzkörperbestrahlung (fraktioniert), PBSZ – periphere Blutstammzellen, m – männlich, w – weiblich. 




Zur Verfügung standen 141 Probenmaterialien von 70 Patienten. Es wurden in flüssigem 
Stickstoff kryokonservierte mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMNZ) untersucht. 
Diese wurden mittels Ficolltrennung aus peripherem Blut gewonnen. Das Blut wurde zu 
einem Zeitpunkt vor Transplantation (n = 41), am Tag 30 (n = 33), am Tag 60 (n = 34) sowie 
am Tag 100 (n = 33) nach HSZT entnommen. 
Die Blutentnahme vor Transplantation erfolgte im Median 28 Tage vor der HSZT (minimal 8 
Tage vor HSZT, maximal 39 Tage vor HSZT). Material für die Untersuchung von Tag 30 
wurde frühestens am Tag 21, spätestens am Tag 38 nach Transplantation entnommen, im 
Median 28 Tage nach HSZT. In die Gruppe Tag 60 wurden Blutentnahmen zwischen Tag 56 
und Tag 64 nach HSZT eingeschlossen, im Median erfolgte sie 60,5 Tage nach HSZT. In die 
Materialauswahl für den Tag 100 wurden Proben von Tag 97 bis Tag 148 aufgenommen, die 
mediane Blutentnahme erfolgte 102 Tage nach HSZT. 
4.2.1 Geräte und Reagenzien 
Verwendete Reagenzien und Geräte sind in den Tabellen 4.3 und 4.4 erfasst. 
Tab. 4.3: Zusammenstellung der verwendeten Reagenzien mit Hersteller 
Reagenz Hersteller  
ISOTON
®
 II Diluent Beckman Coulter 
Fixierungs-/ Permeabilisierungskonzentrat eBioscience 
Fixierungs-/ Permeabilisierungsverdünner eBioscience 
Permeabilisierungspuffer eBioscience 
Aqua dest. Braun 
 
Tab. 4.4: Zusammenstellung der verwendeten Geräte mit Hersteller 
Geräte Hersteller 
Vortexer Scientific Industries 
Waschzentrifuge Serocent Baxter      
Durchflusszytometer Beckman Coulter XL-MCL 
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5 ml Tubes (Messröhrchen) BioOne 
Pipette, Multipipette Socorex 
Einmalpipettenspitzen BioOne 
Spritzen 10ml Braun 
Kryoröhrchen 2 ml BioOne 
4.2.2 Antikörper 
Die Auflistung der verwendeten Antikörper mit deren Markierung, Klon, Isotyp und 
Hersteller folgt in den Tabellen 4.5, 4.6 und 4.7.  
Tab. 4.5: Verwendete Antikörper für die Oberflächenfärbung 
Antikörper Markierung Klon Isotyp Hersteller 
CD4 ECD T4 IgG1 Beckman Coulter 
CD25 PE-Cy5 M-A251 IgG1 BD 
CD127 PE R34.34 IgG1 Beckman Coulter 
 
Tab. 4.6: Verwendete Antikörper für die intrazelluläre Färbung 
Antikörper Markierung Klon Isotyp Herkunft 
Anti-human FOXP3 Alexa Flour
®
 488 PCH101 Rat IgG2a eBioscience 
 
Tab. 4.7: Verwendete Antikörper für die Isotypenkontrolle 
Antikörper Markierung Klon Isotyp Herkunft 
Isotyp Alexa Flour
®
 488 n.a. Rat IgG2a eBioscience 
Isotyp PE 679.1Mc7 IgG1 Beckman Coulter 
Isotyp PE-Cy5 679.1Mc7 IgG1 Beckman Coulter 






Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können einzelne Zellen aufgrund ihrer Form, Struktur und 
Färbung unterschieden und somit charakterisiert werden. Das Prinzip der Analyse beruht auf 
der Emission optischer Signale seitens der Zelle, wenn diese, umgeben von einem dünnen 
Flüssigkeitsstrom, fokussierte Laserstahlen unterschiedlicher Anregungswellen passiert. 
Durch Streuung des Lichts in verschiedene Richtungen erhält man unterschiedliche 
Informationen. Das Vorwärtsstreulicht (engl. forward scatter, FS) hängt von der Größe einer 
Zelle ab, das Seitwärtsstreulicht (engl. side scatter, SS) von der Granularität. Durch diese 
Auswertung können bereits die wichtigsten Untergruppen der weißen Blutkörperchen 
(Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten) unterscheiden werden. Es ist des Weiteren 
möglich, Zelltrümmer und tote Zellen von lebenden abzugrenzen. Die Markierung der Zellen 
mit fluorochromgekoppelten monoklonalen Antikörpern ermöglicht es, eine Vielzahl weiterer 
Merkmale zu analysieren und damit verschiedene Zellpopulationen zu trennen. Jedes 
Fluorochrom absorbiert und emittiert das Licht bei einer bestimmten Wellenlänge besonders 
stark. Der Einsatz von Filtern ermöglicht die Verwendung von Farbstoffen, welche, durch das 
gleiche Laserlicht angeregt, nah beieinander liegende Wellenlängen emittieren (Rothe 2007). 
4.3.1.2 Durchführung 
Für die Durchflusszytometrie wurden 1 x 10
6
 mononukleäre Zellen verwendet, gewonnen 
durch Ficolltrennung aus peripher entnommenem Blut und kryokonserviert für eine spätere 
Analyse.  
Die Proben wurden sofort nach Entnahme aus den mit flüssigem Stickstoff gefüllten 
Containern unter lauwarmem Wasser aufgetaut. Das Material wurde in 5 ml Tubes überführt 
und in der Zentrifuge mit 3,0 ml Isoton
®
 II im Waschprogramm zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen, das Pellet mit 200 µl Isoton
®
 II resuspendiert und auf dem Vortexer 
sorgfältig aufgeschüttelt. Um sowohl einen Test, als auch eine Kontrolle durchführen zu 
können, wurde das Material in zwei 5 ml Tubes mit jeweils 100 µl aufgeteilt. Es folgte 
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anschließend die Zugabe der fluorochrommarkierten Antikörper für die Oberflächenfärbung. 
Für den Test wurden die Zellen mit 5 µl CD4-ECD, 15 µl CD25-PECy5 und 15 µl CD127-PE 
inkubiert. Zur Kontrolle wurden 5 µl PECy5 Kontrolle und 5 µl PE Kontrolle und 5 µl CD4-
ECD hinzugefügt. Nach gründlichem Aufschütteln und 15 minütiger Inkubation wurden die 
Proben mit 3,0 ml Isoton
®
 II in der Zentrifuge im Waschprogramm gewaschen.  
Es folgte die Vorbereitung der oberflächengefärbten Zellen auf die intrazelluläre Färbung. 
Dafür wurden aus dem FOXP3-Kit nach Herstellerangaben eine Fixierungs-/Permea-
bilisierungslösung sowie ein Permeabilisierungspuffer in erforderlicher Menge frisch präpa-
riert. Nun wurde das Material mit 1 ml der Fixierungs-/Permeabilisierungslösung auf dem 
Vortexer aufgeschüttelt und für 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Anschließend 
wurden die Proben mit 2 ml Permeabilisierungspuffer gewaschen. Ein erneutes Waschen 
erfolgte in der Waschzentrifuge mit 3,0 ml Isoton
®
 II im Waschprogramm. Nach der Zugabe 
von 20 µl FOXP3-Alexa
®
 Fluor 488 Antikörper bzw. 20 µl Isotypenkontrolle und 
Aufschütteln auf dem Vortexer wurden die Zellen für 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln 
inkubiert. Die aufgearbeiteten Proben wurden anschließend erneut mit 2 ml 
Permeabilisierungspuffer gewaschen. Für die Analyse am Durchflusszytometer wurden sie 
mit 300 µl Isoton
®
 II aufgefüllt. Wir verwendeten ein Beckman Coulter XL-MCL Durch-
flusszytometer mit der Beckman Coulter System II Software. Die Auswertung der Daten 
erfolgte mittels Beckman Coulter Expo 32 Software.  
4.3.1.3 Auswertung der Daten mit der Expo 32 Software 
Zunächst wurde die Lymphozytenpopulation im forward scatter und side scatter eingegrenzt 
(Lymphozytengate) und daraus die CD4
+
 Zellen isoliert (Abb. 4.2 A und B). Anschließend 
konnten verschiedene Lymphozytensubpopulationen durch die Expression von Oberflächen-
molekülen mit Hilfe monoklonaler Antikörper dargestellt und ihr prozentualer Anteil 
quantifiziert werden (Abb. 4.2 C und D). Diese markierten Populationen konnten eingegrenzt 
werden, so dass eine detaillierte Analyse ausschließlich dieser Zellen möglich war. 
Anhand der Abbildung 4.2 D soll die Datenauswertung beispielhaft erklärt werden. Im oberen 
linken Quadranten des Punktdiagramms sind dabei die CD4
+





 (doppelpositiven) und im unteren rechten Quadranten die FOXP3
+
 Zellen 
dargestellt. Die Gesamtzahl der CD4
+
 Zellen ergibt sich aus der Addition der beiden oberen 
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Quadranten, die Gesamtzahl der FOXP3
+
 Zellen aus der Addition der beiden rechten 
Quadranten. Die Gesamtzahl aller Zellen ergibt sich aus der Addition aller Quadranten und 
entspricht dem Bereich z aus der Abb 4.2 C.  
 
Abb. 4.2: Vorgehen bei der Auswertung der im Durchflusszytometer gemessenen Daten. Abb. A zeigt 
den forward (FS) und side scatter (SS), indem zunächst die Lymphozytenpopulation eingegrenzt 
wurde (Bereich x, Lymphozytengate). Anschließend erfolgte die Isolation der Lymphozyten durch 
Trennung der CD4
+
 von den CD4
-









 Zellen unterteilt werden 
(Abb. D).  
4.3.2 Statistische Auswertung 
Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm IBM SPSS Statistics (Version 19) 
durchgeführt. Der Effekt von möglichen Einflussfaktoren auf das Therapieergebnis wurde 
mittels Chi
2
-Test analysiert. Der Beobachtungszeitraum für alle Ereignisse betrug 5 Jahre 
nach HSZT bei allen Patienten. Es wurden die erwarteten Häufigkeiten und deren signifikante 
Unterschiede für Patienten mit und ohne akute GvHD, mit und ohne chronische GvHD, mit 
und ohne Rezidiv sowie für im Beobachtungszeitraum überlebende und verstorbene Patienten 
geprüft. Lag die erwartete absolute Häufigkeit unter 5, wurde der exakte Test nach Fischer 
verwendet. Die statistische Auswertung des Einflusses der Treg Zellen auf das 
Therapieergebnis erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test für zwei unabhängige Stichproben. 
Die Korrelation der unterschiedlichen Messmethoden zur Quantifizierung der Treg Zellen 
wurde mit dem Intraklassenkorrelationskoeffizienten nach Lin (IKKLin) berechnet. Die 
Ergebnisse sind als Boxplots, Streudiagramme und Residuenplots nach Bland und Altman 
dargestellt. Als ein statistisch signifikanter Unterschied wurde p < 0,05 angesehen.  




Die grüne Box repräsentiert die 50 % mittleren Werte. Dies sind Werte zwischen dem 25 % 
und dem 75 % Perzentil. Der Median (50 % Perzentil) wird durch den schwarzen Strich inner-
halb der Box dargestellt. Die horizontal verlaufenden Striche über und unter der Box kenn-
zeichnen den größten und den kleinsten Wert, der nicht als extremer Wert oder als Ausreißer 
klassifiziert wird. Ausreißer werden durch kleine Kreise, extreme Werte durch Dreiecke 
dargestellt. Als Ausreißer werden Werte definiert, deren Abstand zum 25 % bzw. 75 %  
Perzentil zwischen dem 1,5 bis 3 fachen der Boxhöhe liegt. Bei extremen Werten ist der 
Abstand größer als das 3 fache der Boxhöhe. 
4.3.2.2 Intraklassenkorrelation nach Lin 
Die Intraklassenkorrelation ist ein parametrisches statistisches Verfahren zur Quantifizierung 
der Übereinstimmung zwischen mehreren Beurteilern in Bezug auf mehrere Beobachtungs-
objekte. Das dazugehörige Maß, der Intraklassenkorrelationskoeffizient nach Lin setzt 
intervallskalierte Daten voraus und wird in der Regel berechnet, wenn mehrere Beobachter 
bzw. Messmethoden miteinander verglichen werden sollen. 
Der IKKLin kann wie bei anderen Korrelationskoeffizienten Werte zwischen -1,0 und +1,0 
annehmen. Reliabilitätsmaße beschränken sich jedoch definitionsgemäß auf einen Werte-
bereich von 0 bis 1, damit indiziert ein negativer Wert eine Reliabilität von 0.   
Im Streudiagramm graphisch dargestellt, bedeutet der IKKLin die Abweichung der 
Regressionsgeraden der Messwerte von der Winkelhalbierenden (Guggenmoos-Holzmann 
und Wernecke 1996).  
4.3.2.3 Residuenplot nach Bland und Altman 
Die graphische Ergebnispräsentation als residuenartige Darstellung nach Bland und Altman 
ergänzt das einfache Streudiagramm und den IKKLin. Der Residuenplot ermöglicht eine 
optische Beurteilung von systematischen und / oder großen Abweichungen. Es werden die 
einzelnen Messwertdifferenzen beider Messmethoden in Abhängigkeit von den über beide 
Messmethoden gemittelten Messwerten als Streudiagramm dargestellt. Zur Interpretation 
werden drei Linien eingezeichnet: der Mittelwert der Differenzen, sowie der Mittelwert der 
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Differenzen plus bzw. minus der doppelten Standardabweichung. In diesem Bereich liegen 
mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 95 % die Abweichungen individueller Messwerte 

















 Zellen  
Neben der Erforschung von Funktion und klinischem Nutzen der Treg Zellen ist deren 
Nachweis ein Schwerpunkt aktueller Studien. Es gibt keinen klaren Konsens in der 
phänotypischen Markierung dieser T-Zellsubpopulation. Der zurzeit beste Marker für Treg 
Zellen ist FOXP3. Jedoch müssen die Zellen für den Nachweis dieses intrazellulären 
Moleküls permeabilisiert werden. Danach stehen sie für weitere Untersuchungen oder zu 
therapeutischen Zwecken nicht mehr zur Verfügung. Ein exklusiver Marker, der den Einsatz 
von Treg Zellen in der Praxis ermöglicht, wurde noch nicht gefunden. Indes wird die 
Möglichkeit, Treg Zellen mit Hilfe des Oberflächenmoleküls CD127 nachzuweisen, kontrovers 
diskutiert.  
 












 Zellen im Streudiagramm. 
Regressionsgerade und Winkelhalbierende liegen nah beieinander. Grün – Regressionsgerade, grau 
















 Zellen in 
allen 141 zur Verfügung stehenden Proben. Die Darstellung im Streudiagramm (siehe Abb. 
5.1) zeigt einen sehr nah beieinanderliegenden Verlauf der Regressionsgeraden, welche durch 
die beobachtete Punktwolke gezogen wurde, und der Winkelhalbierenden. Ebenfalls zeigt die 
residuenartige Darstellung nach Bland und Altman (siehe Abb. 5.2) eine hohe Korrelation der 













 Zellen, nur vereinzelte Werte 
liegen außerhalb der Standardabweichung. Zur Quantifizierung der Korrelation beider 
Messmethoden wurde das parametrisch statistische Verfahren der Intraklassenkorrelation 
nach Lin durchgeführt. Der IKKLin zeigte hier eine signifikant hohe Korrelation mit einem 
Wert von 0,965. 
 













 Zellen. DIFF – Differenz, DIFF – Mittelwert der Differenz, 




5.2 Quantitativer Nachweis der Treg Zellen 
Treg Zellen sind für die Toleranzentwicklung gegenüber Auto- und Alloantigenen von großer 
Bedeutung. Aufgrund immunsuppressiver Eigenschaften spielt die Erforschung dieser T-Zell-
Subpopulation eine wichtige Rolle. Um den Einfluss der Treg Zellen auf die allogene HSZT 







 Zellen mittels Durchflusszytometrie. Das Probenmaterial wurde zu 
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Transplantation entnommen. Die angegebenen 
Zellzahlen sind relativ und beziehen sich auf alle CD4
+
 Lymphozyten. Die Angabe erfolgte in 
Prozent.  
Die Abbildung 5.3 zeigt die Treg Zellzahl im Zeitverlauf. Zur Untersuchung des Zeitpunktes 
vor Transplantation standen Proben von 41 Patienten zur Verfügung. Die mediane Treg Zell-
zahl der Patientengruppe betrug zum Zeitpunkt vor HSZT 0,93 %. Es wurden Werte zwischen 
0 % (Minimum) und 7,21 % (Maximum) gemessen. Zum Zeitpunkt Tag 30 nach HSZT 
wurden Proben von 33 Patienten untersucht. Die mediane Treg Zellzahl transplantierter Kinder 
lag bei 2,94 %, das Minimum betrug 0 %, das Maximum 21,88 %. Die Analyse der Proben 
von 34 Patienten am Tag 60 nach HSZT erbrachte einen Median von 5,35 %, ein Minimum 
von 0 % und ein Maximum von 36,29 %. Am Tag 100 nach HSZT konnten 33 
Patientenproben ausgewertet werden. Zu diesem Zeitpunkt betrug die mediane Treg Zellzahl 
5,97 %. Die Werte lagen zwischen 0,39 % und 17,03 %.  
Die Analyse der medianen Treg Zellzahl aller Patienten zeigte einen statistisch signifikanten 
Anstieg im Zeitverlauf. Die mediane Treg Zellzahl war vor Transplantation signifikant 
niedriger als zu jedem Zeitpunkt nach Transplantation. Auch der Vergleich der Werte vor 
HSZT mit allen Werten nach HSZT ergab einen statistisch höchst signifikanten Unterschied 






 Zellen am Tag 30 signifikant niedriger 
als am Tag 60 sowie 100. Zwischen der Treg Zellzahl am Tag 60 und 100 konnte kein 





Abb. 5.3: Quantitativer Nachweis der Treg Zellen aller transplantierter Patienten im Zeitverlauf sowie 
der Kontrollgruppe. Die mediane Treg Zellzahl stieg im Zeitverlauf statistisch signifikant an. Angegeben 
sind Median und Patientenzahl (n) für den jeweiligen Zeitpunkt zur HSZT sowie die Signifikanz (p). 
Ausreißer sind mit O gekennzeichnet, extreme Werte werden durch ∆ dargestellt. n.s. – nicht 
signifikant. 
5.2.1 Vergleich der Treg Zellzahl mit einer Kontrollgruppe 
Um zu überprüfen, ob sich die Treg Zellzahl transplantierter Patienten von der Normalbevölk-






 Zellen ebenfalls für eine 
Kontrollgruppe. Diese umfasste 17 Kinder im Alter von 5 bis 14 Jahren (medianes Alter 8 
Jahre; 7 weiblich, 10 männlich), welche aufgrund eines elektiven Eingriffes (Schieloperation) 
in der Klinik für Kinder- und Jugendmedizin des Universitätsklinikums Jena stationär 
aufgenommen wurden. Sie waren alle frei von Fieber und Infekten. Sie litten nicht an einer 
malignen Grunderkrankung. Im Rahmen der präoperativen Blutentnahme wurde eine 10 ml 
Blutprobe zu Studienzwecken entnommen. Dafür lag das Einverständnis der Sorge-
berechtigten vor. Die Proben der Kontrollgruppe wurden ebenso wie die der Patientengruppe 
aufbereitet und kryokonserviert.  
p = 0,011 p = 0,024 n.s. 
p < 0,001 
p = 0,009 




Die mediane Treg Zellzahl der Kontrollgruppe betrug 1,06 %. Es wurden Werte zwischen 0,30 
(Minimum) und 3,25 % (Maximum) gemessen. Die Korrelation der relativen Treg Zellzahl 
zwischen Kontroll- und Patientengruppe ist in Abbildung 5.4 dargestellt. Im Vergleich zur 







 Zellen. Zum Zeitpunkt vor HSZT konnte zwischen Kontroll- und 
Patientengruppe kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (p = 0,74).     
 
Abb. 5.4: Vergleich der Treg Zellzahl der Kontrollgruppe mit der Patientengruppe zum Zeitpunkt vor 
HSZT und an den Tagen 30, 60 sowie 100 nach HSZT. Es fand sich kein signifikanter Unterschied 






 Zellzahl der Kontroll- und der Patientengruppe zum 






 Zellzahl der 
Patientengruppe verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant erhöht. Angegeben sind Patientenzahl 
(n) und die Signifikanz (p). Ausreißer sind mit O gekennzeichnet, extreme Werte werden durch ∆ 
dargestellt. n.s. – nicht signifikant. 
n.s. p = 0,019 
p < 0,001 p < 0,001 
n = 17             n = 41
  
  
          
n = 17          n = 33 
   
          
n = 17         n = 34 
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5.3 Analyse des Therapieergebnisses unabhängig von Treg Zellen   
Um Aussagen über das Therapieergebnis zu treffen, ermittelten wir die Inzidenzen der akuten 
und der chronischen GvHD sowie die des Rezidivs, ebenso die Zahl der im Beobachtungs-
zeitraum verstorben Patienten. Es folgte eine Analyse der möglichen Einflussfaktoren wie 
Alter und Geschlecht der Patienten, Grunderkrankung, Konditionierungsregime, verwendete 
Stammzellquelle, HLA-Kompatibilität, Familien- oder Fremdspende und Geschlechter-
diskrepanz.   
5.3.1 Akute GvHD 
Die häufigste Komplikation nach einer HSZT ist die GvHD. Eine akute GvHD manifestiert 
sich innerhalb der ersten 100 Tage nach Transplantation. 34 unserer 70 Patienten (48,6 %) 
entwickelten solch eine akute GvHD. Der früheste Diagnosezeitpunkt war Tag 15 nach 
HSZT, der späteste Tag 99, als medianer Zeitpunkt wurde Tag 43 ermittelt. Abbildung 5.5 
zeigt die Schwere der akuten GvHD. Die Gradeinteilung erfolgte nach Glucksberg 
(Glucksberg et al. 1974).  
 
Abb. 5.5: Verteilung der klinischen Grade der akuten GvHD nach Glucksberg. Angegeben ist die 




Patienten, welche keine akuten GvHD entwickelten, waren im Median 11,5 Jahre alt 
(Minimum 13 Monate, Maximum 22 Jahre). Patienten, die an der akuten GvHD erkrankten, 
hatten zum Transplantationszeitpunkt ein medianes Alter von 12,0 Jahren (Minimum 10 
Monate, Maximum 22 Jahre). 14 der 32 Kinder unter 12 Jahren (43,8 %) sowie 20 von 38 der 
12 jährigen und älteren Kinder (52,6 %) erkrankten an der akuten GvHD (p = 0,74). Damit 
zeigte sich, dass Kinder ohne akute GvHD nicht signifikant jünger waren, als Kinder, welche 
eine akute GvHD entwickelten (p = 0,46). 
15 der 30 Mädchen (50 %) und 19 der 40 Jungen (47,5 %) erkrankten an einer akuten GvHD. 
Mittels des Chi
2
 Tests wurde nachgewiesen, dass sich die Inzidenz der akuten GvHD bei 
Mädchen und Jungen nicht signifikant voneinander unterschied (p = 0,84). 
Wir analysierten ebenfalls, ob die Grunderkrankung einen statistisch signifikanten 
Risikofaktor für die Entwicklung einer akuten GvHD darstellte. 13 von 34 Patienten mit ALL, 
7 von 14 Patienten mit AML, 3 der 5 Kinder mit CML und 11 der 14 Kinder mit MDS 
entwickelten im Verlauf eine akute GvHD. Kein Kind der insgesamt 3 Patienten, welche 
aufgrund einer SAA transplantiert wurden, erkrankte an der akuten Form der GvHD. 
Aufgrund der niedrigen Fallzahlen wurde der Chi
2
 Test nur für Patienten mit ALL und AML 
durchgeführt. Unter den Patienten, welche aufgrund einer ALL transplantiert wurden, 
erkrankten 13 von 34 Kindern (38,2 %) an einer akuten GvHD. Bei 7 von 14 AML-Patienten 
(50,0 %) wurde eine akute GvHD diagnostiziert. Es konnte kein statistisch signifikanter 
Unterschied erhoben werden (p = 0,45).   
Eine akute GvHD wurde bei 20 von 36 mittels Chemotherapie (55,6 %) und bei 14 von 34 
mittels einer Kombination aus Chemotherapie und fraktionierter Ganzkörperbestrahlung  
konditionierten Patienten (41,2 %) dokumentiert. Die Inzidenz der Gruppen unterschied sich 
nicht signifikant (p = 0,23). 
In der vorliegenden Arbeit stellten bestimmte Eigenschaften des Transplantats keine 
statistisch signifikanten Risikofaktoren für die Entwicklung einer akuten GvHD dar. 10 von 
19 Kindern entwickelten unter der Verwendung von PBSZ (52,6 %) eine akute GvHD. 8 
Kinder erhielten ein CD34
+
 selektioniertes PBSZ-Transplantat, davon erkrankten 6 Kinder an 
einer akuten GvHD (75,0 %). Ebenso erkrankten 2 von 3 Patienten, welchen eine 
Kombination aus CD34
+




transplantiert wurde (66,7 %), an der akuten GvHD. 16 von 38 knochenmarktransplantierte 
Kinder zeigten das klinische Bild einer akuten GvHD (42,1 %). Ein Patient erhielt sowohl 
Knochenmark als auch CD34
+
 selektionierte PBSZ, einem Kind wurden Stammzellen aus 
Nabelschnurblut transplantiert, beide erkrankten nicht an einer akuten GvHD. Unter 
Ausschluss der beiden letztgenannten Patienten (aufgrund der geringen Fallzahl) und 
Zusammenfassung selektionierter und unselektionierter Stammzellspenden konnte im Chi
2
 
Test kein statistisch signifikanter Unterschied der Inzidenz der akuten GvHD bei der 
Verwendung von PBSZ im Vergleich zu knochenmarktransplantierten Patienten erhoben 
werden (p = 0,14). Von 24 Kindern, die Stammzellen von einem Familienmitglied erhielten, 
entwickelten 13 eine akute GvHD (54,2 %). Stammte das Transplantat von einem 
Fremdspender, erkrankten 21 von 46 Kindern an einer akuten GvHD (45,7 %). Auch hier 
unterschied sich die Inzidenz der Gruppen nicht signifikant (p = 0,50). Unter der Verwendung 
von HLA-identischen Transplantaten entwickelten 26 von 59 Patienten eine akute GvHD 
(44,1 %). Im Gegensatz dazu zeigten 8 von 11 nicht HLA-identisch (teilidentisch oder 
haploidentisch) transplantierte Patienten eine akute Form der GvHD (72,7 %). Die Inzidenz 
der akuten GvHD war bei nicht HLA-identischen Transplantationen tendenziell erhöht, dieser 
Unterschied war hier jedoch nicht signifikant (p = 0,088). Zuletzt wurde der Einfluss der 
Geschlechterübereinstimmung auf die akute GvHD überprüft. Dabei entwickelten 18 von 41 
Patienten (43,9 %) deren Geschlecht mit dem ihres Spenders übereinstimmte eine akute 
GvHD, während 16 von 29 Patienten (55,2 %) ohne Übereinstimmung der Geschlechter an 
einer akuten GvHD erkrankten. Erneut konnte kein signifikanter Zusammenhang hergestellt 
werden (p = 0,35). Differenziert man jedoch zwischen männlichen Empfängern, welche einen 
weiblichen Spender hatten, und allen anderen Patienten, zeigt sich tendenziell ein Nachteil für 
die zuerst genannte Gruppe (p = 0,143). Denn 7 von 10 männlichen Patienten (70 %), welche 
einen weiblichen Spender hatten, entwickelten eine akute GvHD, während nur 27 der 60 
weiteren Patienten erkrankten (45 %).   
5.3.2 Chronische GvHD 
Die chronische Form der GvHD tritt definitionsgemäß ab dem Tag 100 nach einer HSZT auf. 
Sie kommt dem klinischen Bild einer Autoimmunerkrankung nahe. Je nach Organbeteiligung 
wird eine extensive von einer limitierten Form unterschieden. Ein Einschlusskriterium für die 




der 70 Patienten verstarben vor dem Tag 100 nach HSZT. Bei 22,6 % der über den Tag 100 
hinaus überlebenden Patienten wurde eine chronische GvHD dokumentiert (n = 14). Darunter 
fanden sich 7 der 34 Jungen (20,6 %) und 7 der 28 (25,0 %) Mädchen (p = 0,68). Kinder, 
welche an einer chronischen GvHD erkrankten, hatten ein medianes Alter von 14 Jahren (10 
Monate bis 22 Jahre), demgegenüber lag das mediane Alter bei Kindern ohne chronischer 
GvHD bei 12 Jahren (17 Monate bis 22 Jahre). 6 von 29 Kinder unter 12 Jahren (20,7 %) 
sowie 8 von 33 der 12 jährigen und älteren Kinder (24,2 %) erkrankten an der chronischen 
GvHD (p = 0,74). Die Inzidenz der chronischen GvHD unterschied sich in den jeweiligen 
Gruppen nicht signifikant.   
Bei 13 der 14 Kinder manifestierte sich eine extensive (92,9 %), bei einem Patienten eine 
limitierte Form der chronischen GvHD. 11 Patienten mit akuter GvHD entwickelten im 
Verlauf eine chronische GvHD, während nur 3 Patienten mit chronischer GvHD zuvor nicht 
an einer akuten GvHD erkrankt waren. Der Chi
2
 Test zeigte, dass die Häufigkeit einer 
chronischen GvHD signifikant höher war, wenn Patienten zuvor an der akuten Form der 
GvHD erkrankten (p = 0,022).  
9 von 30 mittels Chemotherapie konditionierter Patienten (30,0 %) entwickelten eine 
chronische GvHD. 5 von 32 Kinder (15,6 %), welche eine Kombination aus Chemotherapie 
und fraktionierter Ganzkörperbestrahlung erhielten, erkrankten an der chronischen GvHD. 
Die Inzidenz der Gruppen unterschied sich nicht signifikant (p = 0,18). 
In unserer Studie stellten die Eigenschaften des Transplantates ebenfalls keine statistisch 
signifikanten Risikofaktoren für die Entwicklung einer chronischen GvHD dar. Im Chi
2
 Test 
beziehungsweise im exakten Test nach Fisher konnten wir keine signifikanten Unterschiede 
bezüglich der Inzidenz der chronischen GvHD zwischen der Verwendung von PBSZ und 
Knochenmark (Chi
2
, p = 0,28), zwischen Familien- und Fremdspenden (Chi
2
, p = 0,26), bei 
HLA-identischen und nicht-identischen Transplantationen (Fisher, p = 0,41) als auch bei 
Geschlechterübereinstimmung und Fällen, in denen die Geschlechter von Patient und Spender 
nicht übereinstimmten (Chi
2
, p = 0,20) sowie zwischen männlichen Patienten, welche einen 
weiblichen Spender hatten, und allen weiteren Patienten (Chi
2





Bei 13 der 70 Patienten (18,6 %) kam es zu einem Rezidiv der Grunderkrankung. Davon 
erkrankten zuvor 5 Kinder an einer akuten GvHD. Bei einem Patient mit Rezidiv wurde 
sowohl eine akute als auch eine chronische GvHD dokumentiert. Jedoch konnten wir weder 
zwischen akuter (p = 0,85) noch zwischen chronischer GvHD und dem Auftreten eines 
Rezidivs (p = 0,44) einen statistisch signifikanten Zusammenhang feststellen. 
7 der 30 Mädchen und 6 der 40 Jungen erkrankten an einem Rezidiv (p = 0,20). 8 von 32 
Kinder waren jünger als 12 Jahre und entwickelten ein Rezidiv, während es bei 5 von 38 der 
12 jährigen und älteren Kinder zu einem Rezidiv der Grunderkrankung kam (p = 0,75). 
Sowohl das Geschlecht als auch das Alter der Patienten zeigten keinen statistisch 
signifikanten Zusammenhang zur Entwicklung eines Rezidivs.   
Die Inzidenz für das Auftreten eines Rezidivs unterschied sich nicht signifikant zwischen den 
unterschiedlichen Konditionierungsregimen (p = 0,85), zwischen der Verwendung von PBSZ 
und Knochenmark (p = 0,43), zwischen Transplantationen, welche Material von verwandten 
und nicht verwandten Spendern nutzten (p = 0,75), zwischen HLA-identischen und nicht-
identischen Transplantationen (p = 0,42) und zwischen einer Geschlechterübereinstimmung 
und Geschlechterdiskrepanz (p = 0,70).   
5.3.4 Überleben 
Bis zum festgelegten Beobachtungsendpunkt, d.h. 5 Jahre nach HSZT, waren noch 44 der 70 
Patienten am Leben (62,9 %). 8 Kinder verstarben an ihrer Grunderkrankung, 8 
Transplantierte verstarben an einem Multiorgan- und ein Patient an einem akuten 
Lungenversagen. 2 Kinder erlagen den Komplikationen der akuten GvHD und 5 verstarben an 
den Folgen einer Infektion. 1 Kind verstarb an einer thrombotisch-thrombozytopenischen 
Purpura.  
13 von 34 Patienten mit akuter GvHD (38,2 %) und 14 von 36 Patienten ohne akuter GvHD 
(38,9 %) verstarben bis zum Beobachtungsende (p = 0,99). 8 Kinder verstarben bereits vor 
Erreichen des Tages 100 nach HSZT. Von den bis zum Tag 100 Überlebenden verstarben 5 




chronischen GvHD (29,2 %) erkrankten, innerhalb von 5 Jahren nach HSZT (p = 0,64). Die 
Inzidenz der Gruppen unterschied sich nicht signifikant. 
Nur 2 von 13 Patienten mit Rezidiv (15,4 %) überlebten im Beobachtungszeitraum, während 
41 von 57 Patienten (71,9 %), welche kein Rezidiv entwickelten, überlebten. Der Chi
2
 Test 
zeigte einen höchst signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p < 0,001).  
Die Letalität der 70 Patienten im beobachteten Zeitraum unterschied sich nicht signifikant 
zwischen den verschiedenen Grunderkrankungen (p = 0,33), zwischen Familien- und Fremd-
spenden (p = 0,52), zwischen HLA-identischen und nicht-identischen Transplantationen (p = 
0,32) als auch zwischen Geschlechterübereinstimmung und -diskrepanz (p = 0,93).   
18 von 36 mittels Chemotherapie konditionierte Kinder (50%) verstarben im Beobachtungs-
zeitraum, während 9 von 34 Patienten, welche eine Konditionierung aus Chemotherapie 
kombiniert mit fraktionierter Ganzkörperbestrahlung erhielten (26,5 %), nicht überlebten. Der 
Chi
2
 Test zeigte hier einen signifikanten Unterschied (p = 0,043). 
Die Letalität in den Patientengruppen, bei denen PBSZ verwendet wurden (16 von 30 
Patienten, 53,3 %) unterschied sich signifikant von der Gruppe, in welcher Knochenmark 
transplantiert wurde (10 von 38 Patienten, 26,3 %). Im Chi
2
 Test erhielten wir eine 












5.4 Einfluss der Treg Zellen auf das Therapieergebnis der allogenen HSZT 
5.4.1 Einfluss der Treg Zellen auf die akute GvHD 
In der Abbildung 5.6 ist der Einfluss von Treg Zellen auf die akute GvHD zum Zeitpunkt vor 
HSZT dargestellt. Bei Patienten ohne akute GvHD (Grad 0) war die Treg Zellzahl signifikant 
höher (p = 0,037) als bei Patienten mit akuter GvHD (Grad 1 bis 4).  
 







 Zellzahl war bei Patienten ohne akuter GvHD (Grad 0) signifikant höher als bei 
Patienten mit akuter GvHD (Grad 1 bis 4). Angegeben sind Median und Patientenzahl (n) für den 
jeweiligen Schweregrad der akuten GvHD sowie die Signifikanz (p). Ausreißer sind mit O 
gekennzeichnet, extreme Werte werden durch ∆ dargestellt. 
akute GvHD (Grad 1 bis 4) 











 Zellen auf die akute GvHD zu 
den Zeitpunkten nach HSZT (am Tag 30, 60 sowie 100). Es konnten zu keinem Zeitpunkt 
nach HSZT signifikante Unterschiede in der Treg Zellzahl zwischen Patienten ohne akuter 
GvHD (Grad 0) und mit akuter GvHD (Grad 1 bis 4 bzw. Grad 1 bis 3) erhoben werden. Für 
die Zeitpunkte Tag 60 und Tag 100 lag kein Probenmaterial von Kindern, welche an einer 
akuten GvHD Grad 4 erkrankten, vor.   
 
Abb. 5.7: Einfluss der Treg Zellen auf die akute GvHD an den Tagen 30, 60 und 100 nach HSZT. Es 






 Zellzahl bei Patienten ohne akuter 
GvHD (Grad 0) und mit akuter GvHD (Grad 1 bis 4 bzw. Grad 1 bis 3). Angegeben sind der Tag nach 
HSZT (d) und die Patientenzahl (n) für den jeweiligen Schweregrad der akuten GvHD sowie die 
Signifikanz. Ausreißer sind mit O gekennzeichnet, extreme Werte werden durch ∆ dargestellt. aGvHD – 
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5.4.2 Einfluss der Treg Zellen auf die chronische GvHD 
In der Abbildung 5.8 wird der Einfluss der Treg Zellen auf die chronische GvHD zu den 
Zeitpunkten vor sowie nach HSZT dargestellt. Es gab zu keinem Zeitpunkt signifikante 
Unterschiede in der Treg Zellzahl zwischen Patienten ohne und mit chronischer GvHD. 
 
Abb. 5.8: Einfluss der Treg Zellen auf die chronische GvHD zum Zeitpunkt vor HSZT und an den Tagen 
30, 60 sowie 100 nach HSZT. Es gab zu allen untersuchten Zeitpunkten keine signifikanten 






 Zellzahl bei Patienten mit und ohne chronischer GvHD. 
Angegeben sind Patientenzahl (n) und Signifikanz. Ausreißer sind mit O gekennzeichnet, extreme 









5.4.3 Einfluss der Treg Zellen auf Rezidive 






 Zellen auf das Auftreten von 
Rezidiven zu den Zeitpunkten vor sowie nach HSZT dargestellt. Wir konnten keine 




Abb. 5.9: Einfluss der Treg Zellen auf das Entstehen eines Rezidivs zum Zeitpunkt vor HSZT und an 
den Tagen 30, 60 sowie 100 nach HSZT. Es gab zu allen untersuchten Zeitpunkten keine signifikanten 






 Zellzahl bei Patienten mit und ohne Rezidiv. Angegeben sind 
Patientenzahl (n) und Signifikanz. Ausreißer sind mit O gekennzeichnet, extreme Werte werden durch 








5.4.4 Einfluss der Treg Zellen auf das Überleben 
In den 5 Jahren der Beobachtung nach HSZT überlebten 44 von 70 Patienten. Die Abbildung 
5.10 stellt die Korrelation der Treg Zellzahl zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach HSZT 
mit dem Überleben der transplantierten Patienten bis zum Beobachtungsende dar. Es fand sich 
kein signifikantes Ergebnis. 
 
Abb. 5.10: Einfluss der Treg Zellen auf das Gesamtüberleben zum Zeitpunkt vor HSZT und an den 
Tagen 30, 60 sowie 100 nach HSZT. Es gab zu allen untersuchten Zeitpunkten keine signifikanten 






 Zellzahl zwischen transplantierten Kindern, die im 
beobachteten Zeitraum überlebten, und verstorbenen Patienten. Angegeben sind Patientenzahl (n) 









6.1 Nachweis von Treg Zellen 
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die relative Treg Zellzahl stammzell-
transplantierter Kinder zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der HSZT sowie von einer 
gesunden Kontrollgruppe erhoben. Das Probenmaterial stammte aus kryokonservierten 
PBMNZ von 70 Patienten der Klinik für Kinder- und Jugendmedizin des 
Universitätsklinikums Jena, deren HSZT im Zeitraum von 05/1994 bis 04/2007 stattfand bzw. 
in der Kontrollgruppe von 17 Kindern ohne maligner, immunologischer oder infektiöser 
Grunderkrankung. Der Beobachtungszeitraum aller Patienten betrug 5 Jahre.  













Treg Zellen besitzen aufgrund ihrer suppressiven Aktivität ein großes Potenzial in der 
Erforschung neuer Ansätze für Therapie und Prophylaxe der GvHD. Die Charakterisierung 
dieser Zellpopulation im humanen System ist jedoch erschwert. Um Funktion und klinischen 
Nutzen zu erforschen, benötigt man eine zuverlässige Nachweismethode für Treg Zellen. Tests 
die Einzug in den klinischen Alltag finden sollen, müssen schnell durchzuführen, 
kostengünstig und reliabel sein. Des Weiteren möchte man für die Erforschung neuer 
Therapieansätze mit lebenden Zellen arbeiten. Zurzeit gibt es jedoch keinen klaren Konsens, 
der all diese Ziele berücksichtigt. Aktueller Goldstandard zur phänotypischen Markierung von 
Treg Zellen ist FOXP3 (Hori et al. 2003, Fontenot et al. 2005). Der Transkriptionsfaktor 
FOXP3 kommt nur im Zellkern vor. Damit Antikörper an dieses intrazelluläre Molekül 
binden können, müssen die Zellen somit permeabilisiert werden. Eine quantitative 
Bestimmung ist möglich, jedoch können die Zellen im Anschluss nicht mehr für vitale 
Untersuchungen oder zu therapeutischen Zwecken verwendet werden. Hinzu kommt, dass der 
Nachweis von FOXP3 sowohl zeit- als auch kostenintensiv ist. Somit eignet er sich nicht für 
die routinemäßige Bestimmung der Treg Zellzahl als Verlaufsparameter und Prognosefaktor 
für Krankheitsverläufe oder Komplikationen.  
Eine Möglichkeit den Nachweis am humanen System durchzuführen und im Anschluss vitale 




CD127. Liu et al. zeigten, dass die erniedrigte Expression von CD127 mit der Zahl FOXP3
+
 
Zellen und somit mit der suppressiven Funktion von CD4
+
 Treg Zellen korreliert. Treg Zellen 





T-Zellen (Liu et al. 2006).  













 Zellen. Beide Nachweismethoden wurden an 
141 zur Verfügung stehenden Patientenproben durchgeführt. Wir analysierten PBMNZ zu 
allen Zeitpunkten vor und nach HSZT. Die methodische Aufarbeitung und Darstellung der 
Daten erfolgte mit Hilfe des Streudiagrammes, der residuenartigen Darstellung nach Bland 
und Altman als auch der Intraklassenkorrelation nach Lin. Im Streudiagramm visualisierten 
wir die sehr gute Korrelation durch die nah beieinander liegende Winkelhalbierende und 
Regressionsgerade. Eine vollkommene Konsistenz zweier Messmethoden wäre gegeben, 
wenn alle Messwertpaare genau auf der Winkelhalbierenden liegen würden. Da der 
Korrelationskoeffizient nach Pearson für eine Abweichung der Regressionsgeraden von der 
Winkelhalbierenden vollkommen unempfindlich und daher als Konsistenzmaß ungeeignet ist, 
ermittelten wir die Intraklassenkorrelation nach Lin als summarisches Konsistenzmaß. Mit 
einem IKKLin von 0,965 bestätigten wir die signifikant hohe Korrelation beider 
Nachweismethoden. Die Information über die Reliabilität der verschiedenen Messmethoden 
lässt sich nur unzureichend in einer einzigen Maßzahl fassen. Die residuenartige Darstellung 
nach Bland und Altman erfolgte in Ergänzung zur Präsentation im Streudiagramm mit 
Regressionsgerade und Winkelhalbierender und zur Angabe des IKKLin. Im Residuenplot 
befinden sich etwa 95 % der Werte im Bereich zwischen der 2fachen Standardabweichung 












 Zellen. Nur 
wenige Ausreißer liegen außerhalb dieser doppelten Standardabweichung. Die Werte streuen 
dabei sehr gleichmäßig um den Mittelwert der Differenz. Somit kann ein systematischer 
Fehler ausgeschlossen werden (Guggenmoos-Holzmann und Wernecke 1996, Müller und 
Büttner 1994, Bland und Altman 1986).  
Simonetta und Kollegen sehen die erniedrigte CD127 Expression nicht als charakteristisches 
Merkmal von Treg Zellen. Je nach Lokalisation und Aktivierung der Treg Zellen zeigten sie ein 
unterschiedliches Expressionslevel von CD127. Gleichzeitig war die CD127 Expression auf 




assoziiert (Simonetta et al. 2010). Diese Oberflächenmoleküle wurden bereits als Marker für 
aktivierte Treg Zellen identifiziert (Banz et al. 2003, Scott-Browne et al. 2007). Zwar kann 






 Zellen eine hoch angereicherte Treg 
Zellpopulation isoliert werden, jedoch sieht Simonetta die Möglichkeit, dass damit aktivierte 
Treg Zellen ausgeschlossen werden. Und gerade diese könnten im pathologischen Kontext von 
Immunantworten, also unter anderem bei der Therapie der GvHD, eine relevante Rolle 
spielen (Simonetta et al. 2010).  













 Zellen. Bereits 2003 zogen Cozzo et al. einen 
Zusammenhang zwischen Treg Zellen und einer erniedrigten CD127 Expression (Cozzo et al. 
2003). Auch Seddiki und Mitarbeiter diskriminieren zwischen humanen Treg Zellen und 







 Zellen Therapie relevant sein könnten, wurde durch Brunstein 
et al. bestätigt. Die Gruppen um Brunstein sowie Di Ianni infundierten erstmals isolierte Treg 
Zellen parallel zur HSZT bzw. vor HSZT als GvHD Prophylaxe. Sie isolierten die Treg 
Subpopulation mittels CD4 und CD25 (Positivselektion) bzw. CD8, CD19 (Negativselektion) 
und CD25 markierter magnetischer Mikrobeads. Anschließende Tests zeigten im isolierten 













 Zellen von 69,2 %. Die Patienten um Di Ianni, 
welche einer Gruppe von Hochrisikopatienten in Bezug auf die Entwicklung einer GvHD 
angehörten, entwickelten nur in 2 von 28 Fällen eine akute GvHD, eine chronische GvHD trat 
bei keinem Patienten auf (Brunstein et al. 2011, Di Ianni et al. 2011).   
Im Weiteren stellt sich daher die Frage, ob eine Isolierung einer nahezu reinen Treg 
Zellpopulation zu therapeutischen Zwecken notwendig ist. Oder ist die Gabe von isolierten 




 Zellen, welche bereits einen hohen Treg Anteil 
beinhalten, für optimale Therapieergebnisse ausreichend? Aus diesem Grund und zum 
besseren Verständnis der immunologischen Vorgänge sind weitere Forschungen zur 




 6.1.2 Methodische Diskussion 
Neben den unterschiedlichen Nachweismethoden von Treg Zellen gibt es Unterschiede in der 







 Zellen von allen CD4
+
 Zellen. Um Werte mit anderen 
Forschungsergebnissen vergleichen zu können, sollte eine einheitliche Bezugsgröße 






















auch die Berechnung der Prozentsätze in Bezug auf differente Zellpopulationen (CD4
+
 
Lymphozyten (T-Helferzellen) oder gesamte Lymphozytenpopulation) oder gar die 
Verwendung absoluter Zellzahlen, können widersprüchliche Ergebnisse erzeugen, welche 
entsprechend kritisch zu betrachten sind. In der Studie von Perz und Kollegen wurden die Treg 
Zellen zum einen in Bezug auf die gesamte Lymphozytenpopulation und zum anderen auf die 
T-Helferzellen untersucht sowie die absolute Treg Zellzahl ausgewertet. Der prozentuale Treg 
Zellanteil unterscheidet sich zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe nur, wenn er auf die 
Gesamtzahl aller Lymphozyten bezogen ist, während der Anteil an den T-Helferzellen 
interessanterweise gleich bleibt. Die Forscher gehen davon aus, dass nicht die absolute Treg 
Zellzahl, sondern der Anteil der Treg Zellen an allen Lymphozyten das Verhältnis von Treg 
Zellen auf die gesamte Zahl zu regulierender Zellen widerspiegelt und somit eine genauere 
Reflektion der Funktion von Treg Zellen in vivo darstellt (Perz et al. 2012). Auch Magenau 
und Zorn nutzen die gesamte Lymphozytenpopulation als Bezugsgröße zur Berechnung der 
Prozentsätze (Zorn et al. 2005, Magenau et al. 2010). Mehr als die Hälfte der Studien zu Treg 
Zellen beziehen sich hingegen auf CD4
+
 Lymphozyten und erzielen damit ebenso signifikante 
Ergebnisse. Darunter sind die Arbeiten von Clark und Rosenzwajg, beide ziehen jedoch 
keinen Vergleich zu einer Kontrollgruppe (Clark et al. 2004, Rosenzwajg et al. 2011). Weitere 
Studien, beispielhaft von Nadal und Rezvani, können ebenso wie wir signifikant erhöhte Treg 
Zellzahlen bei Patienten nach HSZT im Vergleich zu einer Kontrollgruppe darstellen, indem 
sie die relative Treg Zellzahl auf die CD4
+
 Lymphozyten beziehen (Rezvani et al. 2006, Nadal 
et al. 2007). Wird im Folgenden in Bezug auf unsere Analysen von der Treg Zellzahl 
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Während die differenten Verfahren zur Treg Zellbestimmung zu diskutieren sind, sollten 
Standards in den Verfahren eingehalten werden, um Bestimmungsfehler zu vermeiden. Durch 
die Einhaltung von Hygienerichtlinien, die präzise Durchführung von Isolation und 
Konzentrationsbestimmung der Zellen mittels Durchflusszytometrie sowie einem 
standardisierten Vorgehen bei Einfrier- und Auftauprozessen konnten einzelne und 
systematische Fehler bei der quantitativen Bestimmung der Treg Zellen nicht ausgeschlossen, 
aber dennoch minimiert werden. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass es durch den 
Einfrier- und Auftauprozess zu einer Schädigung der Zellen und folglich zu falsch niedrigen 
Ergebnissen kam. Es gab zum Teil lange Lagerungszeiten des Materials, so stammten die 
ältesten Proben von einem Patienten, welcher 1994 transplantiert wurde. Auch hier besteht die 
Möglichkeit einer Schädigung der Zellen. 
Durch fehlendes Material konnten weitere Abweichungen hervorgerufen werden. Nicht von 
allen Patienten waren in flüssigem Stickstoff konservierte PBMNZ zu jedem untersuchten 
Zeitpunkt vorhanden. Teilweise wurden die Proben bereits für andere Untersuchungen genutzt 
und standen zu unseren Zwecken nicht mehr zur Verfügung oder es erfolgte die Blutentnahme 
nicht an den zu überprüfenden Zeitpunkten. Somit konnten keine Zeitverläufe für alle 
Patienten abgebildet werden. Nur bei 12 Patienten konnten Proben von allen vier Zeitpunkten 
analysiert werden. Ebenso erfolgten die Blutentnahmen selten exakt am Tag 30, 60 und 100 
nach der Transplantation. Material für die Untersuchung von Tag 30 wurde frühestens am Tag 
21, spätestens am Tag 38 nach Transplantation entnommen, sie erfolgte im Median 28 Tage 
nach HSZT. In die Gruppe Tag 60 wurden Blutentnahmen zwischen Tag 56 und Tag 64 nach 
HSZT eingeschlossen, im Median 60,5 Tage nach HSZT. In die Materialauswahl für den Tag 
100 wurden Proben von Tag 97 bis Tag 148 aufgenommen, die mediane Blutentnahme 
erfolgte 102 Tage nach HSZT. In wenigen Fällen lag die Blutentnahme zum Zeitpunkt vor 
HSZT mehrere Wochen vor der Transplantation, während ebenso Material nur wenige Tage 
vor der HSZT zur Phänotypbestimmung der Treg Zellen verwendet wurde. Die Spannweite 
beträgt dabei 31 Tage, im Median erfolgte die Blutentnahme 28 Tage vor der HSZT, minimal 
8 und maximal 39 Tage vor HSZT. Alle Patienten befanden sich damit in einem gleichen 
Therapiestadium. Mit der Konditionierung wurde frühestens am Tag 7 vor HSZT begonnen. 
Es war somit kein Patient zum Zeitpunkt der Blutentnahme vor HSZT konditioniert und es 
hatte ebenso noch kein Patient eine GvHD-Prophylaxe erhalten. Einzig der zeitliche Abstand 




Um exakte vergleichbare Daten zu erhalten, sollten feste Standards in der klinischen 
Betreuung der Patienten etabliert werden und exakte Termine zur Blutabnahme vergeben 
werden. Vor allem zum Zeitpunkt vor HSZT sind die Probengewinnung und damit die Treg 
Zellzahlbestimmung an einem bestimmten festgelegten Termin möglich. 
6.1.3 Rekonstitution der Treg Zellen nach HSZT im Vergleich zu einer Kontroll-
gruppe 
Die Rekonstitution des Immunsystems ist ein entscheidender Faktor für die Prognose nach 
allogener HSZT. Bei verzögerter Rekonstitution kommt es zu einem erhöhten Risiko von 
Infektionen, Rezidiven und sekundären malignen Erkrankungen (Kim et al. 2013). Es folgt 
ein Vergleich unserer erhobenen Daten mit anderen Studien zur Rekonstitution der Treg Zellen 
sowie einer Gegenüberstellung der Treg Zellzahl pädiatrischer stammzelltransplantierter 
Patienten und gesunder Kinder.    
Unsere Analysen der medianen Treg Zellzahl aller Patienten zeigten einen statistisch 
signifikanten Anstieg im Zeitverlauf. Der mediane prozentuale Treg Zellwert lag vor HSZT bei 
0,93 % und stieg am Tag 30 auf 2,94 % sowie im weiteren Verlauf auf 5,35 % (Tag 60) bzw. 
5,97 % (Tag 100). Die Treg Zellzahl vor Transplantation war signifikant niedriger als zu jedem 
untersuchten Zeitpunkt nach Transplantation. Auch am Tag 30 fanden sich signifikant 
weniger Treg Zellen im peripheren Blut transplantierter Patienten als am Tag 60 sowie 100. 
Zwischen der Treg Zellzahl am Tag 60 und 100 konnte kein statistisch signifikanter 
Unterschied erhoben werden. Zwar stieg die Treg Zellzahl weiterhin an, jedoch nicht in einem 
signifikanten Ausmaß, ein Plateau wurde erreicht.  
Auch Rezvani und Kollegen analysierten die Treg Zellzahl im Zeitverlauf. Auch sie zeigten 
einen Anstieg der Treg Zellen am Tag 30. Im Gegensatz zu unseren Daten sinkt die Zellzahl 
wieder im weiteren Verlauf nach HSZT (Rezvani et al. 2006). Olkinuora et al. konkretisierten 
die Rekonstitution des Immunsystems im Kindesalter, indem sie unter anderem einen Anstieg 
der Treg Zellen nach mehr als 100 Tagen nach HSZT verzeichneten (Olkinuora et al. 2007). 
Perz et al. beobachteten die Treg Zellzahl langfristig im Verlauf über 2 Jahre. Analysen 
erfolgten im Median 244, 510 bzw. 720 Tage nach HSZT. Sie konnten in dem genannten 




kurz nach HSZT wurde nicht getroffen (Perz et al. 2012). Wiederum andere Studien 
analysierten nur bereits selektionierte Patientengruppen im Zeitverlauf. Eine Aussage zu der 
Gesamtheit der Patienten wurde nicht getroffen (Seidel et al. 2006, Magenau et al. 2010).  
Im Folgenden wird der Vergleich der erhobenen Patientendaten mit einer Kontrollgruppe 
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Treg Zellen von gesunden Kindern lagen zwischen 0,30 % und 3,25 %, die mediane Treg 
Zellzahl betrug 1,06 %. Die Resultate der vorliegenden Arbeit zur relativen Treg Zellzahl 
gesunder Kinder korrelieren folglich mit den Werten gesunder Erwachsener bisheriger 
Forschungsergebnisse (Baecher-Allan et al. 2001, Seddiki et al. 2006a). Wobei bei älteren 
Menschen (70 bis 90 Jahre) höhere Treg Zellzahlen als bei jungen Menschen (20 bis 30 Jahre) 
beschrieben wurden (Gregg et al. 2005). Die wenigen vorliegenden pädiatrischen Studien 
zogen leider keinen Vergleich zwischen einer Kontrollgruppe und der Patientengruppe in 
Bezug auf die Treg Zellzahl oder in der Kontrollgruppe waren keine bzw. keine gesunden 
Kinder eingeschlossen. Beispielsweise setzte sich die Kontrollgruppe in der bereits oben 
genannten finnischen Studie um Olkinuora und Kollegen aus autolog transplantierten und 
aufgrund nephrologischer Erkrankungen immunsupprimierten Kindern zusammen. Olkinuora 
et al. ermittelten eine signifikant niedrigere Treg Zellzahl bei dieser Kontrollgruppe als bei 
allogen transplantierten Patienten zum Zeitpunkt vor HSZT und mindestens 100 Tage nach 
HSZT (Olkinuora et al. 2007). Die österreichischen Kollegen um Seidel et al. veröffentlichten 
im Jahr 2006 eine weitere Studie zur Relevanz von Treg Zellen bei der HSZT im Kindealter. 
Sie verglichen die Treg Zellzahl einer Kontrollgruppe mit der Zellzahl von allogen 
transplantierten Kindern zum Zeitpunkt des T-Zell-Engraftments. Es ergab sich auch hier eine 
signifikante Erhöhung der Treg Zellzahl bei der Patientengruppe. Leider  wurden keine 
Angaben zum Alter der gesunden Kontrollgruppe gemacht (Seidel et al. 2006).  
Wir nutzten weder PBMNZ von Spendern noch von anderen beispielsweise autolog 
transplantierten Patienten, um unsere Kontrolldaten zu erheben. Es wurde eine gesunde 
pädiatrische Gruppe ausgewählt. Die Kinder wurden im Rahmen eines elektiven Eingriffes 
(Schieloperation) in der Klinik für Kinder- und Jugendmedizin des Universitätsklinikums 




malignen Grunderkrankung, noch wurden sie immunsuppressiv behandelt. Das mediane Alter 
lag bei 8 Jahren und somit etwas unter dem der Patientengruppe mit 12 Jahren. Trotzdem 
kann von einer immunologisch gleichwertigen Entwicklung ausgegangen werden. Im Rahmen 
der präoperativen Blutentnahme wurde, nach Einholung des Einverständnisses der 
Sorgeberechtigten, das Material für unsere Studienzwecke gewonnen. Die Proben wurden 
gleichermaßen, wie die der Patienten, aufbereitet, kryokonserviert und aufgetaut um 
vergleichbare Voraussetzungen zu schaffen. Wir konnten damit erstmals Daten für gesunde 
Kinder veröffentlichen. 
Im Vergleich unserer Patientenwerte mit denen der gesunden Kontrollgruppe zeigte sich zum 
Zeitpunkt vor HSZT kein signifikanter Unterschied. Die mediane Treg Zellzahl der 
Kontrollgruppe betrug 1,06 % im Vergleich zur Patientengruppe vor HSZT mit 0,93 %. Die 
Gruppe um Rezvani untersuchte PBMNZ von gesunden Spendern, bevor diese mit G-CSF zur 
Stammzellmobilisation behandelt wurden. Sie verglichen diese Daten mit denen an Leukämie 
erkrankter Patienten vor und zu festgelegten Zeitpunkten nach HSZT. Sie zeigten, dass die 
absolute Zahl CD4
+
 Zellen bei der Patientengruppe vor HSZT signifikant erniedrigt war im 
Vergleich zur gesunden Spendergruppe. Der Anteil von Treg an CD4
+
 Zellen bei Leukämie-





 T-Zellen von Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe demonstrieren ließ. 
Die von uns untersuchten Kinder hatten im weiteren Verlauf kurz nach Transplantation (Tag 






 Treg Werte im Vergleich zur gesunden 
Kontrollgruppe. Dies bestätigt die Forschungsergebnisse von Rezvani, welcher sowohl eine 
absolute als auch relative Treg Expansion bei Patienten kurz nach der Transplantation 
nachwies (Rezvani et al. 2006). Zu späteren Zeitpunkten nach Transplantation (Tag 60 und 
100) zeigten wir sogar eine höchst signifikante relative Erhöhung der Treg Subpopulation bei 
Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Perz et al. untersuchten die 
Rekonstitution der CD4
+






 Treg Zellen und fanden 
eine insuffiziente Erholung beider Populationen auch 2 Jahre nach HSZT im Vergleich zu 
einer gesunden Kontrollgruppe (Perz et al. 2012). 
Die unterschiedlichen Daten zur Rekonstitution der Treg Zellen nach HSZT sind wohl auf 
abweichend selektionierte Patientengruppen zurückzuführen. Zum einen erfolgt die 




Thymusinvolution, schneller (Kalwak et al. 2002, Kim et al. 2013), bei älteren Menschen 
finden sich aber aus unklaren Gründen erhöhte Treg Zellzahlen im peripheren Blut (Gregg et 
al. 2005). Weitere zahlreiche Einflussfaktoren werden in der Literatur diskutiert. Die 
Rekonstitution des Immunsystems zeigt sich z.B. auch von der Stammzellquelle abhängig. 
Knochenmarktransplantierte Patienten zeigten im Vergleich zu Patienten, welche PBSZ 
erhielten, eine verzögerte Rekonstitution. In der Literatur werden dafür 2 Gründe angegeben: 
Ein PBSZ-Transplantat beinhaltet eine 17fach erhöhte Zahl an T-Helferzellen im Vergleich zu 
einem Knochenmarktransplantat. Die PBSZ leben des Weiteren längere Zeit im Empfänger 
und tragen somit direkt zur Immunrekonstitution bei (Ottinger et al. 1996). Für weitere 
Forschungen scheint es entscheidend, Studien mit größeren Patientenzahlen und homogen 
vergleichbaren Gruppen durchzuführen.  
6.2 Therapieergebnis unabhängig von Treg Zellen 
Neben der quantitativen Bestimmung der Treg Zellzahl erfolgte das Aktenstudium und die 
statistische Auswertung der Patientendaten. Im Folgenden werden mögliche Einflussfaktoren 
auf die Inzidenzen der akuten und der chronischen GvHD, des Rezidivs und die Anzahl, der 
im Beobachtungszeitraum verstorben Patienten diskutiert. Darunter finden sich Alter und 
Geschlecht der Patienten, Grunderkrankung, Konditionierungsregime, verwendete Stamm-
zellquelle, HLA-Kompatibilität, Familien- oder Fremdspende und Geschlechterdiskrepanz.   
6.2.1 Risikofaktoren der GvHD nach allogener HSZT im Kindesalter.  
Das Alter der Patienten wird in der Literatur mehrfach als Risikofaktor für die Entwicklung 
einer GvHD beschrieben. Die Inzidenz einer signifikanten akuten GvHD (Grad 2 bis 4) bei 
Patienten unter 20 Jahren, welche eine vollständige GvHD-Prophylaxe mit MTX erhielten, 
liegt bei annähernd 20 % (Chao und Sullivan 2009). Wobei vergleichend die Inzidenz bei 45 
– 50 jährigen Patienten bzw. bei 51 – 62 jährigen Patienten, welche die gleiche GvHD-
Prophylaxe erhielten, 30 % bzw. 79 % beträgt (Kollman et al. 2001). Die Inzidenz der akuten 
GvHD bei älteren Patienten ist dabei oft weiter erhöht, da sie aufgrund der Co-Morbidität 
häufiger keine volle GvHD-Prophylaxe erhalten können (Appelbaum 2009). Schwere und 
Inzidenz der chronischen GvHD sind bei Erwachsenen gegenüber Kindern ebenfalls erhöht 




Alters auf die GvHD-Inzidenz. Kinder mit akuter als auch chronischer GvHD, waren nicht 
signifikant älter, als Kinder, welche keine GvHD entwickelten (MedianaGvHD 12 bzw. 11,5 
Jahre, paGvHD = 0,46; MediancGvHD 14 bzw. 12 Jahre, pcGvHD = 0,74). Vergleichend mit oben 
genannten Studien bei älteren Patienten lagen die Inzidenzen in unserer Patientengruppe bei 
der akuten GvHD des Grades 2 bis 4 bei 25 % und bei der chronischen GvHD bei 20 %. Dies 
bestätigt wiederum die Altersabhängigkeit. Zwar konnten wir damit keinen Nachweis der 
Altersabhängigkeit innerhalb unserer Patientengruppe erbringen, bestätigen aber andere 
Literaturergebnisse, welche deutliche Differenzen bei der Inzidenz der GvHD zwischen 
Kindern und Erwachsenen sahen. Kollman et al. publizierten, dass nicht nur das Alter des 
Patienten, sondern auch des Spenders eine Bedeutung für die GvHD hat. Sie dokumentieren 
eine kumulative Inzidenz der akuten GvHD Grad 3 und 4 von 30 %, 34 % und 34 % in den 
Gruppen mit einem Spenderalter von 18 bis 30 Jahren, 31 bis 45 Jahren und mehr als 45 
Jahren. Die Inzidenzen der chronischen GvHD in den zuvor genannten Gruppen lag bei 44 %, 
48 % und 49 % (Kollman et al. 2001). Auch die Essener Kollegen um Ottinger sahen sowohl 
im Alter des Patienten, als auch des Spenders einen entscheidenden Risikofaktor für die 
Entwicklung einer akuten GvHD (Ottinger et a. 2003).  
Aufgrund der Verwendung von unterschiedlichen Konditionierungsregimen und GvHD-
Prophylaxe-Strategien, z.B. DLT, kann die GvHD-Inzidenz innerhalb der verschiedenen 
Grunderkrankungen deutlich variieren. Wir analysierten die zwei größten Patientengruppen, 
Kinder mit AML und ALL. Wir konnten keinen signifikanten Unterschied in der Entwicklung 
einer GvHD aufgrund der Grunderkrankung zwischen den beiden Gruppen dokumentieren. 
Untersuchungen für die anderen Grunderkrankungen waren aufgrund der geringen Fallzahlen 
nicht möglich. Studien zur Untersuchung von Risikofaktoren der GvHD fallen zum Faktor 
Stammzellquelle different aus. So postulierte die Gruppe um Hahn, dass die Diagnose einer 
CML das Risiko einer akuten GvHD insgesamt erhöht, während Jagasia und Kollegen dies 
nur für die Gruppe von UCB-transplantierten CML-Patienten bestätigten (Hahn et al. 2008, 
Jagasia et al. 2012).  
Wie bereits unter 2.2.2 ausgeführt wurde, werden APC durch die zugrundeliegende 
Erkrankung und das Konditionierungsregime aktiviert. Das Gewebe des Patienten wird 
besonders durch eine Ganzkörperbestrahlung geschädigt, Entzündungsmediatoren werden 




Pathophysiologie der akuten GvHD (Ferrara et al. 2009). Dennoch zeigte sich ein Vorteil der 
Konditionierung mit Bestrahlung im Vergleich zu reinen chemotherapeutischen Regimen. In 
unserer Studie entwickelten mehr Patienten eine GvHD, die mittels Chemotherapie kondi-
tioniert wurden, als Patienten, welche eine Kombination aus Chemotherapie und fraktionierter 
Ganzkörperbestrahlung erhielten. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (paGvHD = 
0,23, pcGvHD = 0,18). Socié et al. verglichen die Langzeitergebnisse aus 4 randomisierten 
Studien zwischen den Konditionierungsregimen Busulfan mit Cyclophosphamid (BU CY) 
und Ganzkörperbestrahlung mit Cyclophosphamid (TBI CY). Sie kamen zu dem Ergebnis, 
dass die Konditionierungsregime nicht das ereignisfreie Überleben (engl. event-free survival, 
EFS) beeinflussten (Socié et al. 2001). Lediglich eine der 4 Studien, die der schwedischen 
Kollegen um Ringdén, dokumentierte eine signifikant niedrigere Inzidenz (p = 0,05) der 
chronischen GvHD bei der Verwendung von TBI CY im Vergleich zum BU CY-Regime bei 
Patienten mit AML, ALL und CML (Ringdén et al. 1999). Unterschiede zwischen beiden 
Gruppen in der Entwicklung einer akuten GvHD waren in keiner der Studien signifikant. Die 
Metaanalyse um Hartman et al., welche Daten aus 5 Studien beinhaltet, sah keinen 
Unterschied bei dem klinisch relevanten EFS zwischen beiden Konditionierungsregimen 
(Hartman et al. 1998). Auch Granados und Mitarbeiter fanden keinen signifikanten 
Unterschied bei der Entwicklung einer klinisch relevanten akuten GvHD bzw. einer 
chronischen GvHD. Die Unterteilung in Patientengruppen jünger und älter als 6 Jahre zeigte 
ebenfalls keine Abweichungen (Granados et al. 2000). Die US-Amerikaner um Bunin 
verglichen die Konditionierungsregime bei pädiatrischen Patienten mit ALL. Sie ermittelten 
ein EFS aller mit TBI CY behandelten Patienten von 58 % im Vergleich zum BU CY-Regime 
mit 29 % (p = 0,03). Signifikante Unterschiede konnten dabei nur bei nicht-verwandten 
Stammzellspenden erhoben werden. Die Spätfolgen einer Ganzkörperbestrahlung bezüglich 
der Entwicklung können gerade für pädiatrische Patienten weitreichend sein, die Kollegen 
zeigten aber einen eindeutigen Vorteil des TBI CY-Regimes (Bunin et al. 2003). Weitere 
Studien müssen folgen. Zukünftige Ergebnisse sollten dabei zwischen den verschiedenen 
Grunderkrankungen differenzieren.   
Wie bereits unter 2.2.2 genannt, ist die Stammzellquelle als Risikofaktor der GvHD 
Gegenstand zahlreicher Studien. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der verwendeten 
Stammzellquelle und dem Auftreten einer akuten GvHD konnte trotz des höheren T-




marginal erhöht (Scheffold et al. 2004). Es wurde aber in mehreren Studien gezeigt, dass das 
Risiko nach der Transplantation von PBSZ an einer chronischen GvHD zu erkranken um 15 
bis 20 % erhöht war (Bensinger 2012, Stamatović et al. 2011, Pidala et al. 2009, Hahn et al. 
2008). Wir konnten bei der Transplantation von PBSZ verglichen mit der Verwendung von 
Knochenmark weder einen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung einer akuten noch einer 
chronischen GvHD darstellen (paGvHD = 0,14, pcGvHD = 0,28). Dabei kann die Inhomogenität 
der Gruppen, d.h. selektionierte und unselektionierte PBSZ-Spenden wurden aufgrund der 
Fallzahlen zusammengefasst, Einfluss auf das Ergebnis genommen haben. Die Verwendung 
von Nabelschnurblut hinsichtlich des GvHD-Risiko wird derzeit noch kontrovers diskutiert 
(Brunstein et al. 2007, Eapen et al. 2007). Viele Studien sehen jedoch Vorteile hinsichtlich 
des GvHD-Risikos. So wird eine niedrigere GvHD-Inzidenz mit dem niedrigeren 
Lymphozytengehalt sowie der funktionellen Unreife der fetalen Immunzellen begründet. Da 
nur ein Patient in unserer Studie Stammzellen aus Nabelschnurblut erhielt, ließen sich über 
Vor- oder Nachteile dieser Stammzellquelle keine signifikanten Aussagen treffen. Das zurzeit 
effektivste Verfahren zur Vermeidung einer GvHD ist die T-Zelldepletion. CD34
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antikörpermarkierte Stammzellen werden dabei mittels immunomagnetischer Selektion aus 
dem Transplantat separiert. Das Oberflächenmolekül CD34 ist der charakteristische Marker 
der pluripotenten hämatopoetischen Stammzelle. Von dieser entwickeln sich alle weiteren 
differenzierten hämatopoetischen Zellen. Bei der allogenen HSZT ist durch diese Separation 
das Transplantat nahezu frei von reifen T-Lymphozyten und es verringert sich das GvHD 
Risiko signifikant (Booth et al. 2013). Die Zahl der mittels CD34
+
 selektionierten PBSZ 
transplantierten Patienten war in unserer Studie zu gering, um statistisch veritable Aussagen 
auf einen Einfluss auf die GvHD-Entwicklung treffen zu können. 
Das Geschlecht des Patienten allein spielte in unserer Arbeit sowie in der Literatur keine 
wesentliche Rolle an der Entwicklung einer GvHD. Es erkrankten nicht mehr Jungen an einer 
GvHD als Mädchen (paGvHD = 0,84, pcGvHD = 0,68). Eine Geschlechterdiskrepanz führt jedoch 
zur Erhöhung der GvHD-Rate. Das Risiko aufgrund einer möglichen Sensibilisierung gegen 
das männliche HY-Antigen für einen männlichen Patienten an einer GvHD zu erkranken ist 
mit bis zu 68 % deutlich erhöht, wenn der Spender weiblich ist und bereits mehrfach 
entbunden hat (Kollman et al. 2001, Rufer et al. 1998,  Goulmy et al 1996,  Weisdorf et al. 
1991, Gale et al. 1987). Wir konnten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der 




Geschlecht mit dem ihres Spenders übereinstimmte, erkrankten aber tendenziell seltener an 
einer akuten GvHD, als Patienten, bei denen eine Geschlechterdiskrepanz vorlag (43, 9 % vs. 
55,2 %). Bei der Differenzierung zwischen männlichen Empfängern, welche einen weiblichen 
Spender hatten, und allen anderen Patienten, zeigte sich, identisch zu anderen Studien, ein 
Nachteil für die zuerst genannte Gruppe (70 % vs. 45 %, p = 0,143). Jedoch war der 
Unterschied in unserer Studie nicht signifikant, was an der geringen Gruppengröße liegen 
kann.  
Entscheidend für die Entwicklung einer akuten GvHD sind die Spendereigenschaften. Die 
Verwendung von Stammzellen von genotypisch HLA-identischen Geschwistern gilt in der 
Literatur weltweit als ideal. Da jedoch nur zirka 30 % der Patienten ein HLA-identisches 
Geschwister haben, und diese Zahl aufgrund der sinkenden Geburtenraten weiter fällt, müssen 
auch HLA-kompatible Fremd- sowie partiell HLA-identische Familienspendertransplan-
tationen durchgeführt werden (Kröger und Zander 2008). Dabei korreliert das Ausmaß der 
Histokompatibilität direkt mit der Inzidenz, dem Zeitpunkt des Ausbruches und dem 
Schweregrad der GvHD (Karrer 2003, Klingebiel und Schlegel 1998, Szydlo et al. 1997). 
Ottinger und Mitarbeit veröffentlichten 2003 Daten für das Therapieergebnis nach HLA-
identischen Geschwister-, HLA-teilidentischen Familien- und HLA-kompatiblen Fremd-
spendertransplantationen. Die Inzidenz der akuten GvHD lag in den genannten Gruppen bei 
40 %, 58 % und 45 %. Der Ausbruch der GvHD war bei HLA-identischen Geschwistertrans-
plantationen deutlich später als bei den beiden anderen Gruppen (Ottinger et al. 2003). In der 
vorliegenden Arbeit nahmen oben genannte Eigenschaften des Transplantats jedoch keinen 
statistisch signifikanten Einfluss auf die Entwicklung einer GvHD. Die Inzidenz der akuten 
GvHD war bei nicht HLA-identischen Transplantationen erhöht, dieser Unterschied war hier 
jedoch nicht signifikant (p = 0,088). Unter der Verwendung von HLA-identischen 
Stammzellen entwickelten nicht signifikant weniger Patienten eine chronische GvHD als bei 
der Verwendung nicht HLA-identischer Transplantate (p = 0,41). 
Die Erkrankung an einer akuten GvHD stellt den Hauptrisikofaktor für die Entwicklung einer 
chronischen GvHD dar (Horwitz und Sullivan 2006). Dieser in der Literatur unumstrittene 
Sachverhalt lässt sich durch unsere Daten bestätigen. Bei 78,6 % der Patienten mit 
chronischer GvHD wurde zuvor eine akute GvHD dokumentiert. Damit war die Häufigkeit 




erkrankten (p = 0,022). Die Reduktion der Inzidenz der chronischen GvHD liegt damit bereits 
in der Verhinderung der akuten GvHD. 
6.2.2 Rezidiv und Überleben bei allogen transplantierten pädiatrischen Patienten 
Die HSZT ist der Therapieansatz mit dem größten kurativen Potential für hämato-
onkologische Erkrankungen. Trotzdem ist das Auftreten eines Rezidivs der Grunderkrankung 
die Hauptursache für ein Therapieversagen (Kröger und Zander 2008, Sullivan et al. 1989). 
Deshalb gilt es neben den Risikofaktoren für die Entwicklung einer GvHD auch die 
Risikofaktoren für das Auftreten eines Rezidivs zu kennen und zu vermeiden. Insgesamt 
entwickelten 18,6 % unserer Patienten ein Rezidiv. Auch in unserer Studie hatte diese 
Patientengruppe die höchste Mortalitätsrate. Nur 15, 4 % Patienten mit Rezidiv überlebten im 
Beobachtungszeitraum von 5 Jahren, während 71,9 % der Patienten ohne Rezidiv überlebten 
(p < 0,001).  
Eine Arbeit des Huddinge Universitätsklinikums Stockholm, Schweden, analysierte das 
Rezidivrisiko bei Patienten mit malignen hämatologischen Erkrankungen, welche eine 
Stammzellspende von einem Fremdspender erhielten. Die Kollegen ermittelten in der 
multivarianten Studie vier unabhängige Risikofaktoren für die Entwicklung eines Rezidivs. 
Patienten, welche sich in fortgeschrittenen Krankheitsstadien, d.h. jenseits der ersten 
kompletten Remission (engl. complete remission, CR) bzw. der ersten chronischen Phase 
(engl. chronic phase, CP) befanden, zeigten ein deutlich erhöhtes Rezidivrisiko gegenüber 
Patienten  in CR1/CP1. Das Ausbleiben und ein milder Verlauf einer akuten GvHD (Grad 0 
und 1) oder auch das Fehlen der Entwicklung einer chronischen GvHD erhöhten ebenfalls das 
Rezidivrisiko. Patienten mit der Grunderkrankung einer ALL entwickelten ebenfalls 
signifikant häufiger ein Rezidiv im Vergleich zu Patienten mit anderen malignen 
hämatopoetischen Grunderkrankungen. Die Inzidenz eines Rezidivs stieg bei den 
untersuchten Patienten mit der Zahl der oben genannten Risikofaktoren. Die kumulative 
Inzidenz lag bei 31 %, wenn 1 oder 2 Faktoren zutrafen, bei 3 Faktoren erhöhte sie sich auf  
54 %, trafen alle vier Risikofaktoren zu, lag sie bei 81 % (Remberger et al. 2002). 
Insbesondere das Ausbleiben einer GvHD wurde bereits in den 80er Jahren des 20. Jahr-
hunderts als eindeutiger Risikofaktor für die Entwicklung eines Rezidivs identifiziert (Weiden 




die als GvHD-Prophylaxe T-Zell depletierte Transplantate erhielten, belegt und auf diese 
Weise die wichtige Rolle der T-Lymphozyten des Spenders für den Therapieerfolg der HSZT 
postuliert. Das Vorhandensein des durch allogene T-Lymphozyten vermittelten GvL-Effektes 
wurde somit bewiesen  (Kröger und Zander 2008, Horowitz et al. 1990, Marmont et al. 1991). 
Kolb und Kollegen nutzten diese Beobachtungen und dokumentierten erstmals die Therapie 
des Rezidivs durch eine DLT (Kolb et al. 1990). Unsere Arbeit bestätigt den Trend, dass 
insbesondere eine chronische GvHD auf die Entwicklung eines Rezidivs protektiv wirkt. Es 
konnten jedoch keine signifikanten Ergebnisse dargestellt werden (paGvHD = 0,85; pcGvHD = 
0,44).  
Remberger und Kollegen dokumentierten eine Abnahme der 5-Jahres-Überlebensrate mit dem 
Schweregrad der akuten GvHD. In den Gruppen der Patienten mit einer akuten GvHD Grad 0, 
1, 2 und Grad 3 bis 4 sank die Überlebensrate signifikant von 57 % auf 50 %, 49 % und 12 %. 
Patienten mit einer chronischen GvHD hingegen zeigten eine bessere Überlebensrate als 
Patienten, die keine chronische GvHD entwickelten (63 % vs. 45 %) (Remberger et al. 2002). 
Wir konnten die Ergebnisse der schwedischen Kollegen nicht bestätigen. Patienten mit akuter 
GvHD zeigten eine vergleichbare Mortalitätsrate wie Patienten ohne akuter GvHD (p = 0,99). 
Auch bei den bis zum Tag 100 überlebenden Patienten unterschied sich die 5-Jahres-Über-
lebensrate nicht signifikant zwischen Patienten mit und ohne chronischer GvHD (p = 0,64). 
Abweichungen könnten erneut durch das gewählte Studienmodell verursacht sein. Denkbar 
wäre auch der Einfluss des Alters, da unsere Daten von pädiatrischen Patienten stammen und 
beispielsweise Remberger et al. Patienten bis zum 60. Lebensjahr in ihre Studie einschlossen.  
Der Einfluss der Stammzellquelle auf das Rezidivrisiko wurde wiederholt analysiert. Eine 
Vielzahl von Studien konnte keinen Vorteil von PBSZ gegenüber der Verwendung von 
Knochenmark bezüglich des Rezidivrisikos aufzeigen, mit Ausnahme von signifikant weniger 
Rezidiven bei PBSZ-transplantierten Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien (Powles 
et al. 2000, Blaise et al. 2000, Schmitz et al. 1998, Bensinger et al. 2012). Eine Metaanalyse 
dokumentierte zwar weniger Rezidive bei Transplantationen von PBSZ, dieser Unterschied 
stellte sich jedoch nicht signifikant dar (Cutler et al. 2001). Wir konnten in unserer Arbeit 
auch keinen signifikanten Unterschied in der Verwendung von PBSZ und Knochenmark 
bezüglich des Rezidivrisikos feststellen (p = 0,43). Allerdings war die 5-Jahres-Überlebens-




PBSZ (73,7 % vs. 46, 7 %; p = 0,023). Unser Ergebnis wird durch die Studie um 
Schrezenmeier und Kollegen bestätigt. Auch sie zeigten innerhalb ihrer untersuchten Gruppe 
bei jüngeren Patienten (unter 20 Jahren) einen Vorteil der Transplantation von Knochenmark 
gegenüber PBSZ (Schrezenmeier et al. 2007). Gleichfalls unterstützen die Ergebnisse einer 
Studie der Universität von Kyoto, Japan, die Annahme, dass bei Kindern trotz schnellerem 
Engraftment bei der Verwendung von PBSZ im Vergleich zu Knochenmark die 
Überlebensrate schlechter ist (Shinzato et al. 2013). Ergebnisse aus Arbeiten mit erwachsenen 
Patienten zeigen sich konträr zu diesen Resultaten. Anasetti und Kollegen konnten in ihrer 
Veröffentlichung zum Vergleich von PBSZ und Knochenmark von unverwandten Spendern 
keine signifikanten Unterschiede bezüglich des Überlebens notieren (Anasetti et al. 2012). 
Aufgrund des nachgewiesenen schnelleren Engraftments bei der Transplantation von PBSZ 
könnte man eine reduzierte TRM vermuten. Bensinger berichtete in seinem Überblick zum 
Vergleich der beiden Stammzellquellen, dass die allogene Transplantation von PBSZ nur bei 
HLA-identischen Geschwisterspenden einen Vorteil im Hinblick auf das Gesamtüberleben 
bietet (Pidala et al. 2009). Bei unverwandten Spenden stellten sich keine signifikanten 
Unterschiede dar (Bensinger 2012, Chang et al. 2012). Der Effekt des schnelleren 
Engraftments bei PBSZ-Transplantationen scheint sich mit einer höheren Inzidenz der 
chronischen GvHD bezüglich des Gesamtüberlebens auszugleichen.  
Die Konditionierung vor HSZT hat sich in den letzten Jahren von einer maximierten 
Radiochemotherapie zu einer individuellen Behandlung entwickelt. Basierend auf 
Grunderkrankung, Alter, Co-Morbidität, vorheriger Behandlung, Stammzellquelle und 
Spendereigenschaften können die Konditionierungsregime beachtlich variieren. Neben dem 
Einfluss der GvHD und der Art der Stammzellquelle auf die Entwicklung von Rezidiven oder 
das Gesamtüberleben wurde deshalb der Einfluss des Konditionierungsregimes geprüft. Dabei 
gibt es nur wenige prospektive randomisierte Studien. Langzeitergebnisse dieser Studien 
wurden in 2 retrospektiven Arbeiten des EBMT (European Group for Blood and Marrow 
Transplantation) und IBMTR analysiert (Ringdén et al. 1996, Socié et al. 2001). Aschan 
veröffentlichte 2007 eine Zusammenfassung der bisherigen Arbeiten. Er kam in seinem 
Review zu dem Ergebnis, dass Patienten mit AML und CML ein vergleichbares Outcome, 
d.h. ähnliche Rezidiv- und Gesamtüberlebensraten, bei der Verwendung von BU CY bzw. 
TBI CY hatten. ALL Patienten könnten jedoch von Regimen mit TBI profitieren, die 




Gupta und Kollegen dokumentierte einen mäßigen Vorteil der TBI CY-Konditionierung im 
Hinblick auf das Gesamtüberleben und die Rezidivinzidenz, signifikante Aussagen konnten 
sie nicht treffen (Gupta et al. 2011). Hervorzuheben sind zwei Studien bei pädiatrischen 
Patienten. Zum einen eine kleinere randomisierte Studie an ALL Patienten und zum anderen 
eine retrospektive Arbeit des IBMTR. Das Gesamtüberleben und das Leukämie-freie 
Überleben zeigten sich bei Regimen mit TBI signifikant erhöht, die TRM war signifikant 
erniedrigt (Bunin et al. 2003, Davies et al. 2000). Auch in unserer Arbeit konnten wir diese 
Beobachtungen treffen. Es überlebten signifikant mehr TBI-Patienten im beobachteten 
Zeitraum im Vergleich zu nur mittels Chemotherapeutika konditionierten Kindern (73,5 % vs. 
50 %, p = 0,043). Die Rezidivraten waren in beiden Gruppen vergleichbar (p = 0,85). 
In unserer Arbeit nahmen des Weiteren das Alter und Geschlecht der Patienten, das Vorliegen 
einer Geschlechterdiskrepanz zwischen Spender und Empfänger, die Grunderkrankung sowie 
weitere Eigenschaften des Transplantates keinen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung 
eines Rezidivs oder auf das Gesamtüberleben nach HSZT. Eine mögliche Ursache für das 
Abweichen unserer Ergebnisse von bisherigen Veröffentlichungen könnte dabei auf die 
Inhomogenität der Gruppen zurückzuführen sein.  
6.3 Therapieergebnis in Abhängigkeit von Treg Zellen 
Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Analyse der Bedeutung der Treg Zellen im Rahmen 
der allogenen HSZT im Kindesalter. Die Auswertung des Therapieergebnisses erfolgte 
retrospektiv nach der Ermittlung der Treg Zellzahl. D.h. die Patientenakten bzw. das 
Datenarchiv wurden nach der Messdatenerhebung auf eventuelle Zusammenhänge der Treg 
Zellzahl zum klinischen Geschehen analysiert. Die Messdatenerhebung konnte somit nicht 
zielgerichtet zu bestimmten Ereignissen erfolgen.  
6.3.1 Einfluss der Treg Zellen auf die akute GvHD 
Mit der Erstbeschreibung von Treg Zellen durch Sakaguchi und Kollegen 1995 wurde eine 
Lymphozytensubpopulation charakterisiert, welche die Aktivität allo- und autoreaktiver 
Effektor-T-Zellen supprimiert und eine Schlüsselrolle in der Aufrechterhaltung der 








 Zellen vor einer letalen GvHD, indem diese Treg Zellen 
die Anzahl von Effektor-T-Zellen stark reduzierten und damit die frühe Expansion 
alloreaktiver T-Zellen hemmten (Cohen et al. 2002). Zahlreiche Studien am humanen System 
postulierten fortan eine inverse Korrelation zwischen Schweregrad und Inzidenz der akuten 
GvHD und der Frequenz von Treg Zellen im Transplantat bzw. des Empfängers (Rezvani et al. 
2006, Magenau et al. 2010). Im Folgenden sollen unsere Ergebnisse zum Einfluss der Treg 
Zellen auf die akute GvHD zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach HSZT diskutiert 
werden.  
Mit dieser Studie konnten wir zum ersten Mal den Einfluss von Treg Zellen zum Zeitpunkt vor 
allogener HSZT auf die Entwicklung einer akuten GvHD darstellen. Die Blutentnahme zum 
Zeitpunkt vor HSZT fand wie bereits unter 4.2 beschrieben zwischen 39 und 8 Tagen vor der 
HSZT statt, im Median am Tag 28. Die Patienten waren damit im gleichen Therapiestadium, 
mit der Konditionierung und GvHD-Prophylaxe wurde noch nicht begonnen. Bei den 24 
Patienten, die keine akute GvHD (Grad 0) entwickelten, war die Treg Zellzahl vor 
Transplantation signifikant höher als bei den 27 Patienten, die an einer akuten GvHD (Grad 1 
bis 4) erkrankten (p = 0,037). Wir zeigten erstmals eine inverse Korrelation zwischen der Treg 
Zellzahl des Empfängers zum Zeitpunkt vor HSZT und der späteren Entwicklung einer akuten 
GvHD. Mit diesem Ergebnis besteht nun die Möglichkeit, bereits vor HSZT Hinweise auf 
Risikopatienten durch die Bestimmung der Treg Zellzahl zu erhalten. Zusammen mit der 
Ermittlung anderer Risikofaktoren können daraufhin in Zukunft individuelle GvHD-
Prophylaxe-Regime ausgearbeitet werden. 
Wie eine hohe Treg Zellzahl beim Patienten vor der HSZT auch nach der Konditionierung 
Einfluss auf die Entwicklung einer akuten GvHD nehmen kann, ob Treg Zellen des 
Empfängers trotz Konditionierung überleben und ob diese Treg Zellen weiterhin regulatorische 
Funktionen ausüben, müssen weitere Studien zeigen. In der Literatur wurden bereits mehrfach 












(Banham et al. 2006). Die schwedischen Kollegen um Grindebacke zeigten, dass die 
Migration von Treg Zellen ins periphere Gewebe mit einer Zelldifferenzierung zu memory-like 
Treg Zellen einhergeht (Grindebacke et al. 2009). Memory-T-Zellen besitzen die Fähigkeit, 




2006). Denkbar wäre, dass die memory-like Treg Zellen im peripheren Gewebe überleben und 
auch nach mehreren Monaten ihre regulatorischen Funktionen ausüben und der Entwicklung 
einer GvHD entgegen wirken.  
Neben der Bestimmung der Treg Zellzahl beim Empfänger untersuchten zahlreiche Studien die 
Treg Zellzahl im Transplantat oder beim Spender (Wolf et al. 2007, Pabst et al. 2007, Rezvani 
et al. 2006, Stanzani et al. 2004). In unserer Arbeit war diese Analyse aufgrund von fehlenden 
konservierten Proben nicht möglich. Die Mehrzahl der Ergebnisse anderer Kollegen zeigte 
auch hier einen Zusammenhang zwischen einer erniedrigten Treg Zellzahl und der 
Entwicklung einer akuten GvHD. Da selten mehrere Spender zur Verfügung stehen, ist die 
Auswahl eines geeigneten Spenders nach der Treg Zellzahl wohl kaum möglich. Doch auch 
hier kann ein weiterer Risikofaktor ermittelt werden, um auf den einzelnen Patienten 
abgestimmte GvHD-Prophylaxe-Regime zu entwickeln. 
Eine Möglichkeit der individuellen GvHD-Prophylaxe besteht in der Infusion von Treg Zellen. 
Es wurden bereits mehrere Studien am murinen Modell veröffentlicht, welche die Gabe von 
Treg Zellen als GvHD Therapie und Prophylaxe postulierten (Cohen et al. 2002, Hoffmann et 
al. 2002, Taylor et al. 2002, Edinger et al. 2003, Trenado et al. 2003). Es brauchte fast 10 
Jahre bis Di Ianni und Kollegen 2011 erstmals zeigten, dass auch beim Menschen die 
alleinige Gabe von Treg Zellen als GvHD-Prophylaxe bei Hochrisiko-Patienten die 
Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung einer schweren oder letalen GvHD statistisch signifikant 
senken kann. 28 Patienten wurden 4 Tage vor einer haploidentischen Transplantation Treg 
Zellen des Spenders als einzige immunsuppressive Strategie infundiert. Nach der 
Transplantation einer größeren Zahl konventioneller Spender-T-Zellen erwartete man bei 
dieser Patientengruppe eine hohe Inzidenz von schwerer und sogar tödlicher GvHD. Die im 
Voraus infundierten Treg Zellen ermöglichten bei den konditionierten Patienten eine in vivo 
Expansion der Treg Zellen. Nach der Zugabe von konventionellen T-Zellen zusätzlich zum 
CD34
+
 selektionierten Stammzelltransplantat erkrankten überraschender Weise nur 2 
Patienten an einer akuten GvHD (≥ Grad 2). Der Großteil der Patienten entwickelte keine 
klinisch relevante akute GvHD und kein Patient eine chronische GvHD. Es ist zu vermuten, 
dass die Treg Zellen des Spenders vor der Entwicklung einer GvHD schützten, denn nach 
Verabreichung einer solch großen Menge konventioneller Spender-T-Zellen ohne 




zu erwarten gewesen (Di Ianni et al. 2011). Eine weitere Studie der Universität von 
Minnesota, USA, konnte dieses Ergebnis zwar nicht mit signifikanten Zahlen belegen, da die 
Treg Zellen zusätzlich zur konventionellen GvHD-Prophylaxe verabreicht wurden, sie zeigte 
aber, dass keine akute Toxizität nach der Infusion von Treg Zellen entstand und dass die Treg 
Zellen im Empfänger überlebten (Brunstein et al. 2011).   
Die Analyse der Treg Zellzahl zu festgelegten Zeitpunkten nach Transplantation bzw. zum 
Zeitpunkt des Auftreten einer akuten GvHD kann zwar nicht mehr zur Erarbeitung einer 
GvHD-Prophylaxe, jedoch für eine optimierte GvHD-Therapie genutzt werden. Wir konnten 
jedoch aktuelle Forschungsergebnisse, die einen inversen Zusammenhang der Treg Zellzahl 
beim Empfänger nach Transplantation mit der Entwicklung einer akuten GvHD herstellen, 
nicht bestätigen (Zorn et al. 2005, Rezvani et al. 2006, Pidalla und Anasetti 2010, Magenau et 







 Zellen in der Gruppe ohne und mit akuter GvHD (Grad 1 bis 4) zum 
Zeitpunkt Tag 30, Tag 60 sowie Tag 100 nach HSZT darstellen. Dies kann unter anderem an 
dem verwendeten Studiendesign liegen. Bei der Bildung von Patientengruppen werden in den 
meisten Veröffentlichungen die Grade 0 und 1 der akuten GvHD nach Glucksberg 
zusammengefasst. Diese Einteilung beruht auf der klinisch nicht relevanten Ausprägung der 
akuten GvHD des 1. Grades. Eine Grad 1 GvHD soll zwar nicht zusätzlich immunsupprimiert 
werden, sie wird aber behandelt. Die Therapie beinhaltet eine topische Applikation von 
Steroiden und die Optimierung des CsA-Spiegels (Dignan et al. 2012). Damit ist die akute 
GvHD Grad 1 auch klinisch relevant, weshalb wir oben genannte Einteilung wählten. Eine 
Homogenisierung der Patientengruppen hinsichtlich bestimmter Risikofaktoren der GvHD, 
wie beispielsweise Stammzellquelle, Art der Konditionierung und HLA-Kompatibilität, war 
in der vorliegenden Arbeit nicht möglich, da die Fallzahlen dann zu gering für statistisch 
veritable Aussagen waren. 
6.3.2 Einfluss der Treg Zellen auf die chronische GvHD 
Die Ausbildung einer akuten GvHD gehört neben einer HLA-Inkompatibilität zu den 
wesentlichen Risikofaktoren einer chronischen GvHD (Scheffold et al. 2004). Da wir davon 
ausgegangen sind, dass die Treg Zellzahl vor HSZT Einfluss auf die Entwicklung einer akuten 




GvHD nehmen. Zwar konnten wir, wie bereits unter 6.2.1 bereits dargelegt, bestätigen, dass 
Patienten, die zuvor an einer akuten GvHD erkrankten, signifikant häufiger eine chronische 
GvHD entwickelten, jedoch bestätigte sich nicht die Vermutung, dass die Treg Zellzahl vor 
HSZT auch Einfluss auf die GvHD-Inzidenz vom chronischen Typ nahm. Die Anzahl der Treg 
Zellen zu allen Zeitpunkten nach HSZT zeigte sich zwischen den Patientengruppen mit und 
ohne chronischer GvHD ebenso nicht signifikant different. Auch Angaben in der Literatur 
stellen sich kontrovers dar. Während der Einfluss der Treg Zellen auf die akute GvHD 
bewiesen scheint, gibt es zu den Auswirkungen auf den chronischen Typ verschiedene 
Ergebnisse. So konnten beispielsweise die Studien von Zorn, Chen und Fujita einen 
Zusammenhang zwischen dem Mangel an Treg Zellen und der durch autoimmune Prozesse 
vermittelten chronischen GvHD nachweisen (Chen et al. 2007, Fujita et al. 2007, Zorn et al. 
2005). Eine Studie der Medizinischen Hochschule Hannover konnte nur bei Patienten mit 
chronischer GvHD, die zuvor auch an einer akuten GvHD erkrankt waren, erniedrigte Treg 
Zellzahlen ermitteln. Patienten die nur eine GvHD vom chronischen Typ entwickelten, hatten 










 Zellen von Patienten mit und ohne chronischer GvHD (Meignin et al. 2005). 
Abschließend ist die Studie um Perz et al. zu nennen, in der es sogar erhöhte Treg Zellwerte 
bei Patienten mit chronischer GvHD gab (Perz et al. 2012). 
Diese differenten Ergebnisse begründen die Notwendigkeit weiterer Forschungen zum 
Zusammenhang von Treg Zellen und den immunologischen Prozessen, welche für die 
Entwicklung einer chronischen GvHD verantwortlich gemacht werden. Einheitliche 
Studienmodelle mit einer größeren Patientenzahl  sind dabei unerlässlich. 
6.3.3 Einfluss der Treg Zellen auf die Rezidivrate und das Gesamtüberleben 
Die prophylaktische Wirkung von Treg Zellen auf die akute GvHD scheint bewiesen. Wenn 
man eine neue Therapie etablieren will, müssen zuvor mögliche weitere Auswirkungen 
überprüft werden. So soll im Folgenden der Einfluss der Treg Zellen auf die Rezidivrate und 
das Gesamtüberleben diskutiert werden. 
Vorab sei ein anderes Beispiel der GvHD-Prophylaxe und damit verbundener 




deutlich gesenkt. Der GvL-Effekt wird gleichzeitig minimiert, da dieser durch die allogenen 
T-Lymphozyten, welche durch die Selektion entfernt werden, vermittelt wird. Erhöhte 
Rezidivraten sind damit verbunden (Ferrara et al. 2009, Schots et al. 2001, Marmont et al. 
1991). Gilt Ähnliches für Treg Zellen? 
In unserer Studie nahm die Treg Zellzahl zum Zeitpunkt vor HSZT sowie zu allen Zeitpunkten 
nach HSZT keinen Einfluss auf die Rezidivrate und auf das Gesamtüberleben. 





Treg Zellen die GvH-Reaktion hemmen und den GvL-Effekt bewahren können. Die Treg Zellen 
schützen nach der Infusion von zusätzlichen konventionellen T-Zellen nach HSZT vor einer 
GvHD und nahmen keinen Einfluss auf die antileukämische Wirkung der konventionellen T-
Zellen (Edinger et al. 2003). Weitere Studien legen nahe, dass das Engraftment des 
Stammzellpräparates nicht behindert wird, die hämatopoetische Rekonstitution wird sogar 
gefördert (Trenado et al. 2003, Hanash und Levy 2005). Die ersten klinischen Studien zur 
prophylaktischen bzw. therapeutischen Infusion von Treg Zellen konnten keine akute Toxizität 
der Treg Zellen nachweisen, sie belegten des Weiteren den inversen Einfluss auf die GvHD-
Rate (Brunstein et al. 2011, Di Ianni et al. 2011). Langzeitbeobachtung müssen folgen, um 
Aussagen zur Rezidivrate sowie zum Gesamtüberleben nach Treg Zell-Infusion treffen zu 





In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein inverser Zusammenhang zwischen der Treg 
Zellzahl zum Zeitpunkt vor HSZT und der Erkrankung an einer akuten GvHD dokumentiert 
werden. Die Bestimmung der Treg Zellzahl vor HSZT könnte als Prognoseparameter für die 
Entwicklung einer akuten GvHD herangezogen werden.  
Aktueller Goldstandard zur phänotypischen Markierung dieser T-Zell-Subpopulation ist 
FOXP3. Eine Bestimmung des intrazellulären Moleküls ist sowohl zeit- als auch 
kostenintensiv. Die Quantifizierung durch das Oberflächenmolekül CD127 bietet eine zeit- 
und kostengünstigere Alternative. Diese wird jedoch kontrovers diskutiert. Damit die Treg 
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der Subpopulation der Treg Zellen entsprechen und diese deshalb sehr gut mittels CD127 
analysiert werden können. Neben dem Zeit- und Kostenvorteil bietet die Bestimmung mit 
CD127 die Möglichkeit, die Treg Zellen für weitere therapeutische Zwecke zu verwenden.  
Wir konnten mit unserer Arbeit weiterhin bestätigen, dass die Treg Zellen keinen negativen 
Einfluss auf die Rezidivrate sowie das Gesamtüberleben ausübten. Die Infusion von Treg 
Zellen als prophylaktische Gabe bei Risikopatienten mit geringer Treg Zellzahl vor HSZT ist 
damit eine vielversprechende Präventionsmaßnahme zur Vermeidung einer GvHD, ohne 
andere Hauptkomplikationen nach allogener HSZT zu riskieren. Erste klinische Forschungs-
ergebnisse zur Infusion von Treg Zellen sind vielversprechend (Brunstein et al. 2011, Di Ianni 
et al. 2011). Ebenfalls wäre eine prophylaktische medikamentöse Expansion der Treg Zellzahl 
in vivo bei einer Patientengruppe mit erniedrigter Treg Zellzahl vor HSZT denkbar. 
Beispielsweise zeigte eine Studie des Dana-Faber Cancer Institute, Boston, USA, dass eine 
niedrig dosierte IL-2-Therapie eine chronische GvHD durch eine in vivo Treg Zell Expansion 
behandeln kann (Koreth et al. 2011). Diese individualisierten Verfahren könnten bisherige 
Standardprophylaxeregime ablösen.  
Um unsere Thesen zu validieren, bedarf es künftiger größerer Studien mit einem 
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